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Abstract 
Skeletal muscle contractions and their attendant increase in metabolism accelerate 
production and accumulation of multiple metabolites in the cytoplasm, interstitium and 
vascular compartments. Continued myocyte contractile function and subsequent 
recovery is often highly dependent upon constraining metabolite accumulation. In 
particular, the control of pH ([H+]) during exercise is absolutely crucial for muscle force 
maintenance and metabolic regulation. This study focuses attention on the dynamic 
control mechanisms that help regulate H+ and thus intramyocyte pH (pHi) during and 
after muscle acidification. This study was conducted to clarify two following research 
themes.  
Subject 1. Using an in vivo bioimaging model, this study tested inhibited lactate/H+ 
co-transporter (MCT), Na+/H+ exchange transporter (NHE) and Na+/HCO3- 
co-transporter (NBC) transporters separately and all transporters together and 
evaluated the pHi recovery profiles following imposition of a discrete H+ challenge 
loaded into single muscle fibers by microinjection (pH 6.5 solution). The pHi at 1-2 s 
after injection significantly decreased from resting pHi (ΔpHi = -0.73 ± 0.03) in 
CONT. The recovery response profile was exponential shape with an initial very rapid 
pHi increment (time constant, τ: 60.0 ± 7.9 s). This initial rapid profile was not affected by 
any pharmacological blockade but was significantly delayed by carbonic anhydrase 
inhibition. In contrast, the secondary, more gradual, return toward baseline that restored 
CONT pHi to 84.2% of baseline was unimpeded by MCT, NHE, and NBC blockade 
separately but abolished by All blockade (ΔpHi = -0.60 ± 0.07, 72.8% initial pHi, P < 0.05 
vs. CONT). After injection of H+ into, or superfusion onto, an adjacent fiber pHi of the 
surrounding fibers decreased progressively for the 20 min observation period (∼pH 7.0, 
P < 0.05 vs. preinjection/superfusion). These results support that, after an imposed H+ 
load, the MCT, NHE, and NBC transporters are not involved in the initial rapid phase of 
pHi recovery. In contrast, the gradual recovery phase was abolished by inhibiting all 
three membrane transporter systems simultaneously. The alteration of pHi in 
surrounding fibers suggest that H+ uptake by neighboring fibers can help alleviate the 
pH consequences of myocyte H+ exudation. 
Subject 2. This study tested hypothesis that the hypothesis that muscle fatigue would 
be associated closely with a reduction in pHi during tetanic muscle contractions. Tetanic 
isometric contractions (20 contractions/min for a total of 10 sets of 50 contractions) were 
elicited by electrical stimulation. Tetanic force at end of 3th set was significantly 
decreased to -43.3 ± 2.3% of initial force of 1th set (P < 0.01). On the other hand, there 
was no significant change of pHi throughout this period. Following 4th set, titanic force 
gradually declined until 10th set (-55.2 ± 4.9% initial force of 1th set). The pHi at these 
phase was significantly reduced (4th: -5.8 ± 2.4%, 10th: -18.5 ± 4.5% vs. 
pre-contractions). These results demonstrate that two distinctly different profiles of pHi 
during fatiguing stimulation protocol. Although initial muscle fatigue is independent of 
the pHi, decline of pHi during sequential bouts of muscle contractions contributes to 
fatigue in this model. 
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概要 
 
 細胞内代謝機構の視点から，筋細胞内 pH (pHi) の低下は，筋機能に様々な影響を与
えることが報告されてきた．しかしながら，これらの知見の多くは，単離した筋線維を
用い，生体外 (in vitro) 環境下での実験アプローチにより検証されている．in vitro環境
下での実験モデルは，細胞内の水素イオン (H+) 緩衝能力や細胞膜に存在する H+膜輸送
体の発現量の変化を評価するためには有用である．しかしながら，生体内 (in vivo) 環
境下における pHi恒常性は，細胞内に加えて，細胞外環境 (間質及び血液) の影響を受
ける．したがって，pHi恒常性の制御機構を解明するためには，細胞内-間質-血中の H+
動態を考慮した上で，筋細胞内 H+緩衝作用や H+排出機構を明らかにするための実験モ
デルが必要である．そこで，本研究ではこの in vivo環境下でリアルタイムに細胞内 H+
動態を観察できる in vivo バイオイメージングモデルを小動物 (ラット) を用いて構築
し，pHi 制御機構を解明することを目的として，以下の研究課題を設定し，実験を遂行
した． 
 本論文は以下の 6 章で構成されている．第 1 章では，筋収縮のメカニズム及び pHi
の恒常性に関する文献研究をおこなった．第 2章では，これまでの pHiの恒常性及び筋
発揮張力と pHiの関係における in vitro環境下及び 31P-NMRを用いた先行研究の課題点
を指摘し，その解決策としてラット脊柱僧帽筋を用いた in vivo バイオイメージングモ
デルによる研究課題を設定した．第 3章では，研究課題 1として in vivoバイオイメー
ジングモデルを用いた筋線維毎の pHi動態を観察するために，安静時 pHi動態観察及び
microinjection 法を用いた低 pH 溶液注入からの pHi回復動態を検証した．第 4 章では，
研究課題 2として，筋発揮張力の低下と pHi動態の関係性について，筋収縮モデルを用
いて検証を行った．これら 2つの研究課題により得られた結果の概要を以下に示す． 
 研究課題 1 (第 3章)：in vivo バイオイメージングモデルと microinjection法を用いて
筋線維へ低 pH 溶液を注入した際の，溶液注入線維の pHi回復動態及び，それに隣接し
た筋線維への影響を同時に測定した．さらに，pHi 恒常性に関与する膜輸送体を阻害し
た際の pHi回復動態を検証することで，H+を細胞外へ排出する経路を解明することを目
的とした．本研究の in vivo バイオイメージングモデルは，20分間の観察中に pHiの有
意な変化が観察されなかった．このことは，生体恒常性が維持されていることを示して
いる (実験 1)．そして，このモデルと microinjection を組み合わせた検証では，pHiが
低下した筋線維に隣接する筋線維においても pHiの低下が観察された．また，pHiの回
復過程には，回復速度の速い過程と遅い過程の二つの過程があることが示された (実験
2)．そして，回復段階の違いは緩衝機能の違いであると仮定し，H+緩衝に関与する炭酸
脱水酵素 (CA) 及び，H+排出に関与する膜輸送体 (乳酸/H+共輸送体 (MCT)，Na+/H+交
換輸送体 (NHE)，Na+/HCO3-共輸送体 (NBC)) を阻害し，pHi回復動態を検証した．そ
の結果，0-5 分間に生じる速い回復が CA の阻害により，有意に遅延した．また，全て
の膜輸送体の同時阻害時に 5-20分間の緩やかな回復が抑制された．このことから，pHi
回復動態には様々な緩衝機能が複合的に作用していることが示された (実験 3)．さらに，
周辺線維におけるH+の取り込みを検証したところ，MCTの isoformであるMCT1及び，
一過性受容体カチオンチャネルメラスタチン 7 (TRPM7) の関与は少ないことが示された 
(実験 4)． 
 研究課題 2 (第 5章)：筋収縮負荷による pHiと発揮張力の動態の関連性を明らかにす
ることを目的として，等尺性 (ISO) 収縮負荷時の pHi と発揮張力について検討した．
その結果，pHiと発揮張力の動態の関係には，pHiの低下を伴わない張力低下の局面と，
pHi低下とともに張力が低下する局面の二局面があることが示された (実験 5)．また， 
pHi維持における膜輸送体の関与を検証するため，膜輸送体の阻害下で ISO収縮負荷を
したところ，NHE 及び NBC の阻害時において，pHiが維持される局面が消失したこと
から，pHiが維持される局面では，NHE及び NBCによる H+の除去が pHi恒常性に大き
く関与していることが示唆された (実験 6)． 
 第 5章および第 6章では各研究課題から得られた結果を検討し，本モデルで得られた
知見や問題点における解決策を述べ，安静時及び収縮時の pHi恒常性の経路について統
括した． 
 本研究の結論として，in vivo環境下で筋線維毎の pHi動態を評価したところ，研究課
題 1では，pHiの低下に対して，筋細胞では細胞内緩衝物質による H+の中和反応に加え
て，筋細胞外への排出及び隣接する筋線維の H+の取り込み機構の相互作用を明らかに
した．さらに研究課題 2 において，pHiと発揮張力の動態の関連性には，pHi の低下を
伴わない張力低下の局面と，pHi 低下とともに張力が低下する局面の二局面があり，そ
の機構には複数の膜輸送体が関与することを示した．本研究は，in vivoバイオイメージ
ング技法を用いて，pHi動態を筋線維毎に評価することに成功し，生体システムの統合
的な理解に大きく貢献するものである． 
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略称と記号 
 
AE   Anion exchanger，HCO3-/Cl-交換輸送体 
ANT  Adenine nucleotide translocator，アデニンヌクレオチドトランスロケーター 
AP  Action potential，アクションポテンシャル 
ATP  Adenosine triphosphate，アデノシン三リン酸 
ATPase  Adenosine triphosphatase アデノシン三リン酸脱水素酵素 
BCECF-AM 2’,7’-bis-(2-carboxyethyl)-5(6)-carboxy-fluorescein-AM 
CA  Carbonic anhydrase，炭酸脱水酵素 
Ca2+  Calcium ion，カルシウムイオン 
Ca2+-ATPase Calcium ion adenosine triphosphatase，Ca2+ -アデノシン三リン酸脱水素酵素  
CaCl2・2H2O Calcium chloride dihydrate，塩化カルシウム二水和物 
CaPi  Calcium phosphate，リン酸カルシウム 
cCA  Carbonic anhydrase as cytosolic，細胞内炭酸脱水酵素 
CD147  Cluster of differentiation 147，表面抗原分類 147 
CHCA  α-Cyano-4-hydroxycinnamic，α-シアノ-4-ヒドロキシケイ皮酸 
ChDH  Choline dehydrogenase，コリン脱水素酵素 
CK  Creatine kinase，クレアチンキナーゼ 
CO2  Carbon dioxide，二酸化炭素 
Cr   Creatine，クレアチン 
DHAP  Phosphoglyceraldehyde，ジヒドロキシアセトンリン酸 
DHODH  Dihydroorotate dehydrogenase，ジヒドロオロト酸脱水素酵素 
DHPR  Dihydropyridine receptor，ジヒドロピリジン受容体 
DMSO  Dimethyl sulfoxide ジメチルスルホキシド 
DNA  Deoxyribonucleic acid，デオキシリボ核酸 
E-C coupling Excitation-Contraction coupling，興奮収縮連関  
EGTA  Ethylene glycol tetraacetic acid，グリコールエーテルジアミン四酢酸 
EIPA  5-(N-Ethyl-N-isopropyl) Amiloride，エチルイソプロピルアミロライド 
ETF  Electron-transferring flavoprotein dehydrogenase，電子伝達フラビンタンパク質
脱水素酵素 
FAD+  Flavin adenine dinucleotide，フラビンアデニンジヌクレオチド 
FADH2  Dihydro-flavin adenine dinucleotide，還元型フラビンアデニンジヌクレオチド 
FD  Fiber diameter，筋直径 
GLUT  Glucose transporter，グルコース輸送体 
GPDHm  Mitochondrial glycerol-3-phosphate dehydrogenase，ミトコンドリア・グリセ
ロール三リン酸脱水素酵素 
H+  Proton，水素イオン 
[H+]i  Intramyocellular proton concentration，筋細胞内水素イオン濃度 
H2O  Hydrogen oxide，水 
HCO3-  Bicarbonate ion，重炭酸イオン 
HEPES  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid，ヘペス 
ISO   Isometric，等尺性 
KCl  Potassium chloride，塩化カリウム 
KHB  Krebs-Henseleit bicarbonate-buffered solution，クレブス緩衝液 
KOH  Potassium hydroxide，水酸化カリウム 
Lac-  Lactate，乳酸塩 
[Lactate]i Intramyocellular lactic acid density concentration，筋細胞内乳酸濃度 
LDH  Lactic acid dehydrogenase，乳酸脱水素酵素 
mATPase Myosin adenosine triphosphatase，ミオシンアデノシン三リン酸加水分解酵素 
MCT  Monocarboxylate transporter，モノカルボン酸輸送体 (乳酸/H+共輸送体) 
MgCl2  Magnesium chloride，塩化マグネシウム 
MgSO4  Magnesium sulfide，硫化マグネシウム 
N2  Nitrogen，窒素 
Na+  Sodium ion，ナトリウムイオン 
NaCl  Sodium chloride，塩化ナトリウム 
NAD+  Nicotinamide adenine dinucleotide，ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド 
NADH  Dihydro- nicotinamide adenine dinucleotide，還元型ニコチンアミドアデニン
ジヌクレオチド 
NADP+  Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate，ニコチンアミドアデニンジヌクレ
オチドリン酸 
NADPH  Reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate，還元型ニコチンアミドア
デニンジヌクレオチドリン酸 
NaHCO3  Bicarbonate of soda，重炭酸ナトリウム 
NBC  Na+/ HCO3- cotransporter，Na+/ HCO3-交換輸送体 
NDAE   Sodium-dependent HCO3-/Cl-exchanger，Na+駆動型 HCO3-/Cl-交換輸送体 
NH4Cl  Ammonium chloride 塩化アンモニウム 
NHE  Na+/H+exchanger ，Na+/H+交換輸送体 
NMR  Nuclear magnetic resonance，核磁気共鳴分光法 
NNT  Nicotinamidenucleotide transhydrogenase ニコチンアミドヌクレオチドトランス
ヒドロゲナーゼ 
O2  Oxygen，酸素 
P  Carrier，キャリヤー 
p38MAPK p38 mitogen-activated protein kinase p38分裂促進因子活性化タンパク質キナー
ゼ 
31P-NMR 31 Phosphorus-nuclear magnetic resonance，31リン-核磁気共鳴 
PCr  Creatine phosphate，クレアチンリン酸 
PFK  Phosphofructokinase，ホスホフルクトキナーゼ 
PGAL  Phosphoglyceraldehyde，グリセルアルデヒド三リン酸 
PGC-1α  Peroxisome proliferator-activated receptor-γ coactivator-1α ペルオキシソーム
増殖因子活性化受容体‐γコアクチベーター‐1α 
pHi  Intramyocellular pH，筋細胞内 pH 
Pi  Inorganic phosphate，無機リン酸 
PIPES  Piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonic acid)  
Q  Quinone，キノン 
RNA  Ribonucleic acid，リボ核酸 
RYR  Ryanodine receptor，リアノジン受容体 
sCA  Carbonic anhydrase as membranebound，細胞膜外炭酸脱水酵素 
SR  Sarcoplasmic reticulum，筋小胞体 
T tube (T管) Transverse tubule，横行小管 
TCA Cycle Tricarboxylic acid cycle，トリカルボキシ酸回路 
TIM  The inner mitochondrial membrane，ミトコンドリア内膜 
TnC  Troponin C，トロポニン C 
TRPM7         Transient receptor potential cation channel melastatin 7 一過性受容体カチオンチ
ャネルメラスタチン 7 
U  Uniporter，ユニポーター 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
~ 1 ~ 
 
第 1章 背景 
 
1.1 諸言 
 筋細胞内 pH (pHi) 恒常性は，細胞機能を維持するために必要である．pHiは安静時，
約 pH 7.1に保たれている (Aickin & Thomas, 1977; Westerblad et al., 1997; Allen et al., 
2008; Foure et al., 2015)．しかしながら，筋収縮の過程において ATPの加水分解 (ATP 
+ H2O → ADP + Pi + H
+) や，解糖系 (Glucose + 2 ADP + 2 Pi + 2 NAD
+ → 2 Pyruvate 
+ 2 ATP + 2 NADH + 2 H2O + 2 H
+) によって H+が産生されるため， pHiは一時的に低
下する (Sahlin et al., 1976; Metzger & Fitts, 1987)．pHiの低下は筋線維タイプによって
異なることが知られている．速筋線維 (Type II)，特にミトコンドリア酵素活性レベル
が低い線維 (Type IIB，D，X) において，エネルギー供給は解糖系への依存度が高いた
めに，筋収縮により pHiが大きく低下する．その一方で，遅筋線維 (Type I) では，ミ
トコンドリア量が多く (Gouspillou et al., 2014)，酸化的リン酸化が優位となる．そのた
め，速筋線維と比較して遅筋線維の pHi低下は少ない． 
 これまで，発揮張力の低下 (筋疲労) と pHi変化との関係が多くの研究によって明ら
かにされてきた．筋収縮の様々な段階で H+は筋収縮を阻害することが指摘されている． 
例えば，筋小胞体 (SR) からの Ca2+放出量の低下 (Rousseau & Pinkos, 1990)，H+と
Ca2+が競合することによって生じるトロポニン C の Ca2+感受性の減少が報告されてい
る (Donaldson et al., 1978; Fabiato & Fabiato, 1978)．また， SRの Ca2+ポンプ活性が
低 pHi状態では低下する (Allen et al., 2008)．つまり筋の収縮と弛緩を制御する Ca
2+の
放出・取込サイクルの機能が低下する．さらに，低 pHi状態はエネルギー供給システム
に影響する．例えば，解糖系の律速酵素であるホスホフルクトキナーゼ (PFK) 活性は，
乳酸存在下の低 pHi 状態で活性が低下することが報告されている (Costa Leite et al., 
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2007)．また，心筋においてミオシンのATPase活性は pHi低下ととも低下する (Williams 
et al., 1975)．このように，低 pHi状態は収縮機構や酵素活性において抑制的に作用する． 
 しかしながら，近年において，単一筋線維を用いた観察では低 pHiにより筋発揮張力
の低下は起こらないことが報告されている．例えば，Stary & Hogan (2005) は，筋発
揮張力の低下と pHiの低下には必ずしも相関がないことを報告している．また，核磁気
共鳴法 (NMR) を用いたラットの実験においても，Baker et al. (1994) は，張力の有意
な低下 (約 60%) が観察されたにもかかわらず、pHiは pH 6.9 であり低下幅が 0.2 pH 
unitsと小さいことを報告している．以上のことから，pHiの低下と筋発揮張力の関係性
において，いまだ不明瞭な点が多い． 
 In vitro 環境下による実験では，筋線維を単離し，細胞膜を剥離してしまう．また， 
NMRにおいて，Piの化学シフトは H
+以外の細胞内イオン強度 (例えば，K+や Mg2+) に
よっても影響を受けるため (Roberts et al., 1981)，in vivo環境に不可欠な変数 (例えば，
筋温や血流) などの影響や，イオン強度変化における変数の変化を加味することができ
ない．このことからも，上記の観察では，実際の現象とは異なる可能性が考えられる．
以上の事から，in vivo 環境下におけるリアルタイムな評価は，膜輸送体などを介した
H+除去システムや，細胞内-間質-血中との間での相互作用といった pHi 恒常性や，pHi
低下による筋機能への影響を統合的に検証するために必要である．そのため，本研究で
は pHi観察に in vivo バイオイメージングを適用することで筋線維毎に pHi動態を観察
できる観察技法を開発し，pHi恒常性及び pHi低下と筋発揮張力の関係性を検証するこ
とを目指した． 
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1. 2. 文献研究 
 
1. 2. 1. 骨格筋と筋収縮 
1. 2. 1. 1. 筋線維タイプ 
 筋線維は，主にミオシン重鎖の構成の違いから，大きく速筋線維と遅筋線維の 2つに
分けられる．また，ミトコンドリア酵素染色やミオシンアデノシン三リン酸加水分解酵
素 (mATPase) 活性を用いた組織化学的な手法によって，遅筋線維 (TypeⅠ)，速筋線
維 (TypeⅡA，ⅡB (ⅡX)，ⅡC) に分けられる (Fig. 1) (Berchtold et al., 2000)．筋線維
タイプの違いは，ミオシン重鎖のタイプ構成の違いだけではなく，エネルギー代謝など
の特性も異なる．例えば，速筋線維と比較して遅筋線維ではミトコンドリア量が多い 
(Gouspillou et al., 2014)．そのため，速筋線維においてはクレアチンリン酸 (PCr) の分
解及び，解糖系が主なエネルギー供給方法であり，遅筋線維ではミトコンドリアによる
酸化的リン酸化が主なエネルギー供給方法である．また，収縮特性として，速筋線維で
は高い筋発揮張力が出せるものの，張力を維持できる時間は短い．その一方で，遅筋線
維では高い発揮張力は出せないものの，張力を持続的に出すことが出来る．このような
収縮特性に伴い，筋線維に発現している輸送体やタンパク質などには，線維特異的なも
のがある．このように筋線維タイプによって形態的な違いだけでなく，生理学的・生化
学的な特性も異なる (Thomas et al., 2012; Gouspillou et al., 2014)．  
 
1. 2. 1. 2. 筋収縮と筋疲労 
 筋収縮の一連の流れを興奮収縮連関 (Excitation-Contraction coupling；E-C coupling) 
という．この一連の流れは，Fig.2にあるような①-⑦であらわすことができる．①-②；
運動神経からのインパルスによって筋細胞膜に活動電位が発生し，膜表面を伝播して横
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行小管 (T 管) を伝播し筋細胞の深部へ伝わる (Fig. 2 ①-②)．③-④；T 管と筋小胞体 
(SR) の接合部では，T管膜に存在するジヒドロピリジン受容体 (DHPR) が T管の膜電
位変化を受け取り，SR 上のリアノジン受容体 (RyR) に伝えることにより，RyR が開
き，Ca2+が筋細胞内に放出される (Fig. 2 ③-④) (Fitts, 1994; Murphy et al., 2013)．⑤-
⑦；SR から放出された Ca2+がアクチンフィラメントのトロポニン C (TnC) に結合す
る．トロポニンは T，I，Cからの複合体で成り立っている．通常，トロポニン I-T 複合
体はトロポミオシンに作用し，アクチンフィラメントがミオシンフィラメントにあるミ
オシン頭部と結合するのを妨げるため，力の発生は阻害されている．しかしながら，
Ca2+濃度が上昇すると，トロポニン C に Ca2+が結合することで構造が変化し，トロポ
ミオシンに作用し，ミオシン頭部がアクチンフィラメントと相互作用できるようになり，
クロスブリッジ形成が起こることで，力が発生する．その後，SR上にある Ca2+ポンプ 
(Ca2+-ATPase) により細胞内の Ca2+が回収されるため，トロポニン複合体とトロポミ
オシンは元の位置に戻るために，弛緩が起きる (Fig. 2 ⑤-⑦) (Phillips et al., 1986; Fitts, 
1994)． 
 筋疲労は，この収縮において，最大筋力の低下や最大短縮速度の低下といった筋パフ
ォーマンスの低下と定義されている (Bigland-Ritchie, 1984; Sogaard et al., 2006)．ま
た，筋疲労の程度には運動様式，運動強度や頻度，持続時間，そして運動間の休息期間
などの多くの条件が関与している (Enoka & Duchateau, 2008)． 
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Fig. 1 ヒト三角筋の連続横断切片を pH 10.5もしくは 4.3の溶液による前処置の後に，筋
原線維 ATP分解酵素 (mATPase)，シトクロム c酸化酵素 (Cyt C ox)，α-グリセロリン酸脱
水素酵素 (α-glyc) をそれぞれ染色した．代表例として IIB (IIX) 線維の特徴を以下に記す．
この線維は，酸とアルカリのそれぞれの前処置により大部分の染色の濃淡が相反しており，
それはシトクロム c酸化酵素と α-グリセロリン酸脱水素酵素においても同様に観察される．
図表中の表示は，形態学的により確立された線維タイプを例示している (Berchtold et al., 
2000)． 
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Fig. 2興奮収縮連関に関する筋細胞の主要構成要素．数字は，以下の構成要素を示している: 
①表面膜，②T 管における電荷移動，③T 管における電荷移動と筋小胞体 Ca2+放出との共
役機構，④SRからの Ca2+放出，⑤SRからの Ca2+取り込み，⑥Ca2+のトロポニンへの結合，
⑦ミオシンのアクチンへの結合，ATP加水分解，クロスブリッジによる力発揮 (Fitts, 1994)．  
 
 
~ 7 ~ 
 
1. 2. 2. エネルギー供給経路 
 前に述べたように，筋収縮にはエネルギーとしてATPが用いられており，持続的な収
縮を行うためには絶えずATPを補給しなければならない．ATPの補給の経路には1. クレ
アチンリン酸 (PCr) の分解 (PCr系)，2. グルコースを分解して乳酸を産生させる解糖
系，3. 主にミトコンドリアで行われる酸化的リン酸化系の3つの経路があげられる． 
 
1. 2. 2. 1. クレアチンリン酸系 (PCr系) 
 クレアチンリン酸は骨格筋細胞や脳細胞に多く蓄えられている高リン酸化合物であ
る．PCrは，クレアチンキナーゼ (CK) を触媒とし，クレアチン (Cr) の可逆的なリン
酸化反応によって生成される．PCr-Crの反応過程は， 
PCr + ADP + H+ ⇔ Cr + ATP 
で表すことが出来る (Baird et al., 2012)．これにより，ATP再合成中，H+が消費される
ために，pHiはアルカリ側へ傾く (Jones et al., 2009)．また，安静時には逆の反応が起
こり，ATPを消費することでPCrの合成が行われる． 
 
1. 2. 2. 2. 解糖系 
運動時，グルコース輸送体 (GLUTs) により筋内に取り込まれたグルコースや筋内に
蓄えられているグリコーゲンから，酸化的リン酸化に必要なピルビン酸と ATP が主に
産生される (Thomas et al., 2012)．この一連の反応過程は， 
Glucose + 2 ADP + 2 Pi + 2 NAD
+
 → 2 Pyruvate + 2 ATP + 2 NADH + 2 H2O + 2 H
+
   (1) 
Glycogenn + 3 ADP + 3 Pi + 2 NAD
+
 →     
Glycogenn-1 + 2 Pyruvate + 3 ATP + 2 NADH + 2 H2O + H
+   
(2) 
となる．このため，解糖系によるエネルギー産生時には，ATPと共に H+が産生される．
また，ピルビン酸は，乳酸脱水素酵素 (LDH) により乳酸へ変換される． 
CK 
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Pyruvate + NADH + H+ → Lactate + NAD+                  (3) 
さらに，式(1)，(2) と式 (3) を合わせることにより， 
Glucose + 2 ADP + 2 Pi → 2 Lactate + 2 ATP + 2 H2O                 (4) 
Glycogenn + 3 ADP + 3 Pi + H
+
 →Glycogenn-1 + 2 Lactate + 3 ATP + 2 H2O   
 
(5) 
つまり，解糖系による乳酸産生おいては，H+は発生しない．しかしながら，筋収縮時に
は，収縮に必要なエネルギーである ATPが ADPに加水分解される． 
ATP + H2O → ADP + Pi + H
+
                         (6) 
そのため，筋収縮時のエネルギー消費と解糖系のエネルギー産生を合わせると， 
Glucose → 2 Lactate + 2 H+                          (7) 
Glycogenn → Glycogenn-1 + 2 Lactate + H
+
 
                            
(8) 
となる．このため，高強度運動時では乳酸と H+が蓄積することで筋疲労が起こると考
えられてきた．しかしながら，現在では乳酸は酸化的リン酸化のエネルギー基質である
ために，細胞内乳酸の蓄積自体は，筋疲労の主な原因ではなく，むしろ筋疲労を軽減さ
せると考えられている (Robergs et al., 2004)． 
 
1. 2. 2. 3. ミトコンドリアと酸化的リン酸化 
 酸化的リン酸化はミトコンドリア中で起こる反応である．GLUTs により細胞内に取
り込まれたグルコースやグリコーゲンの分解によって，ピルビン酸や乳酸が産生する．
その後，ミトコンドリア内膜上にある lactate /H+共輸送体 (MCTs) によってミトコンド
リアマトリックス内に取り込まれる (Fig. 3) (Brooks et al., 1999; Thomas et al., 2012)．
さらに，アセチル CoAに分解され，トリカルボキシ酸 (TCA) 回路により還元型ニコチ
ンアミドアデニンジヌクレオチド (NADH) や還元型フラビンアデニンジヌクレオチド 
(FADH2) を産生する．NADH や FADH2 は，ミトコンドリア内膜上にある電子伝達系 
(ETC) の複合体Ⅰ，Ⅱにおいて NAD+と FAD+に酸化され，電子が補酵素キノン (Q) へ
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移動する．また，補酵素 Q は解糖系によるミトコンドリア・グリセロール三リン酸脱
水素酵素 (GPDHm)，ピリミジン生合成によるジヒドロオロト酸脱水素酵素 (DHODH)，
コリン酸化と単炭素代謝によるコリン脱水素酵素 (ChDH)，脂肪酸とアミノ酸の酸化に
よる電子伝達フラビンタンパク質脱水素酵素 (ETF) からさらに還元による電荷当量を
得る．その後，電子は，複合体Ⅲ，シトクロム C，複合体Ⅳへ輸送され、最終的に複合
体Ⅳにおける O2から H2O の反応に用いられる．その時，複合体Ⅰ，Ⅲ，Ⅳにいて H
+
がマトリックスから膜間腔へ輸送されるため，マトリックスと膜間腔の間でプロトン勾
配ができる．複合体Ⅴではそのプロトン勾配によりマトリックス内へ H+が移動し，そ
れにより ATP が合成される．その他にプロトン勾配により，アデニンヌクレオチドト
ランスロケーター (ANT) による ATP/ADP 交換や，ミトコンドリア膜キャリヤー (P) 
により無機リン酸 (Pi) の輸送を行う (Fig. 3) (Vafai & Mootha, 2012)．この酸化的リン
酸化を用いることで，PCr 系や解糖系よりも多くの ATP を産生することができる．こ
のように，ミトコンドリアでは乳酸と H+を取り込むことにより，細胞内への H+及び乳
酸の蓄積を防いでいる． 
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Fig. 3 細胞内乳酸シャトルとミトコンドリア内代謝経路．モノカルボン酸輸送体 (MCT)，
乳酸脱水素酵素 (LDH)，電子伝達系 (ETC) クエン酸 (TCA) 回路，還元型ニコチンアミド
アデニンジヌクレオチド (NADH)，還元型フラビンアデニンジヌクレオチド (FADH2)，補
酵素キノン (Q)，ミトコンドリア・グリセロール三リン酸脱水素酵素 (GPDHm)，ジヒドロ
オロト酸脱水素酵素 (DHODH)，コリン脱水素酵素 (ChDH)，電子伝達フラビンタンパク質
脱水素酵素 (ETF)，ユニポーター (U)，ニコチンアミドヌクレオチドトランスヒドロゲナー
ゼ (NNT)，ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸 (NADPH)，アデニンヌクレオチ
ドトランスロケーター (ANT)，ミトコンドリア膜トランスロケーション (TIM)，キャリヤ
ー (P)．代謝経路の詳細は，本文参照のこと (Brooks et al., 1999 Fig. 5; Vafai & Mootha, 
2012 Fig. 1改変) (Brooks et al., 1999; Vafai & Mootha, 2012)． 
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1. 2. 3. 筋細胞内 pHの恒常性 
 筋細胞は生理学的な条件下において，細胞内の pHは 7.1前後に保たれている (Aickin 
& Thomas, 1977; Westerblad et al., 1997; Allen et al., 2008; Foure et al., 2015)．pHiの
維持には，細胞内緩衝機能 (HCO3
-などの緩衝物質による H+の中和) と筋細胞膜上に発
現している膜輸送体 (筋細胞外への H+の放出) が重要な役割を果たしている (Aickin & 
Thomas, 1977; Geers & Gros, 2000; Thomas et al., 2012)．骨格筋細胞に発現している
膜輸送体で pHi維持機構に関与しているものは以下の 3 つである；(1) Na
+/H+交換輸送
体 (NHE) は，特に速筋線維で多く発現している膜輸送体である (Juel, 2000)．乳酸の
非存在下では，pHi の維持において NHE が主要な膜輸送体として考えられている 
(Aickin & Thomas, 1977)．(2) lactate/H+共輸送体 (MCT) は，骨格筋では主に MCT1と
MCT4が発現している (Adijanto & Philp, 2012)．特に，MCT1は遅筋線維に，MCT4は
速筋線維に多く発現している膜輸送体である (Pilegaard et al., 1999; Bonen, 2001; 
Kobayashi, 2004; Hashimoto et al., 2005)．筋収縮時では MCT が主に pHi維持機構とし
て機能している (Westerblad & Allen, 1992)．(3) Na+/HCO3
-共輸送体 (NBC) は，両筋
線維タイプに発現している膜輸送体である (Kristensen et al., 2004)．NBCの活性には，
細胞内外に存在している炭酸脱水酵素 (CA) が重要な役割を示すことが報告されてい
る (Alvarez et al., 2003; Becker & Deitmer, 2007; Schueler et al., 2011)． 
 pHi恒常性を観察する研究において，細胞内の急速なアルカリ化を誘発する NH4Clの
灌流 (アンモニアプレパルス法) が用いられている (Frelin et al., 1988)．この方法は，
NH4Cl の負荷による細胞内への NH4
+の流入により急激な pHiの増加 (アルカローシス) 
を引き起こし，その後 NH4Cl を取り除くことで，NH3が細胞内から除去され，H
+が細
胞内に蓄積することで pHiの低下を誘発する方法である．また，プロピオン酸ナトリウ
ム負荷刺激による酸化 (de Hemptinne & Marrannes, 1979; Dolz et al., 2004) や CO2に
よる酸化 (Caldwell, 1958) により細胞内アシドーシスを起こす方法も用いられている． 
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このような研究手法により，pHiを維持するためには，筋細胞内の H
+を除去するため
の様々な緩衝物質及び膜輸送体タンパク質が働いていることが報告されてきた．ここで
は，安静時や運動時に H+を中和する主な緩衝物質及び膜輸送体タンパク質について以
下に詳しく述べる． 
 
1. 2. 3. 1. 筋細胞内の H+緩衝機構 
 リン酸塩 (HPO4
2-) や重炭酸塩 (HCO3
-) などのアニオンは，細胞内や細胞外 (例えば，
血中) の H+緩衝に関わっている (de Carvalho, 2003)．細胞質 (cCA, CAII isoform) 及び
血管内皮や間質内 (sCA, CAIV isoform) に存在する炭酸脱水酵素 (CA) は，可逆的な化
学反応 (H2O + CO2 ↔ HCO3
- + H+) を触媒しており (Geers & Gros, 2000; Alvarez et 
al., 2003; Juel et al., 2003)，HCO3
-の産生や H+の緩衝に重要な役割を示している．HCO3
-
は，血中に多く存在しており，主に血中の緩衝物質として働いていると考えられる．そ
のため，NaHCO3を経口服用し運動を実施すると，血中の HCO3
-濃度が増加し，服用し
ていない場合と比較して，血中 pHの減少を抑制する (Forbes et al., 2005; Edge et al., 
2006)．また，それと同時にpHiの低下も抑制する (Forbes et al., 2005; Edge et al., 2006) 
ことから，血中の HCO3
-が細胞膜上に存在する膜輸送体の Na+/HCO3
-共輸送体 (NBC) 
を介して細胞内に取り込まれることにより， HPO4
2-と共に pHiの低下を抑制したと考
えられる．このことから，HCO3
-は，血中だけでなく細胞内においても緩衝剤として重
要な役割を担っている． 
 カルノシンは，βアラニンとヒスチジンからなるジペプチドであり，ヒトの骨格筋に
おいて~10-20 mmol kg-1 wet weight と比較的高い濃度で存在している (Hill et al., 
2007; Sale et al., 2010)．カルノシンは，カルノシンを構成するヒスチジンが骨格筋中
の H+の緩衝に関与している (Sale et al., 2010)．ヒトにおいて骨格筋中のカルノシン濃
度は高強度運動におけるパフォーマンスを決定する重要な因子として考えられている 
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(Suzuki et al., 2002; Sale et al., 2011; Danaher et al., 2014)．具体的には，カルノシン
による H+の緩衝により，トロポニンにおける Ca2+結合部位での H+との競合が取り除か
れることで機能を向上させる (Fabiato & Fabiato, 1978)．  
 タンパク質は，比較的強い H+緩衝剤として働くとされている．例えば，血中での pHi
恒常性には血中のアルブミンやヘモグロビンが関与している (Aoi & Marunaka, 2014)．そ
の一方で，収縮タンパク質へ H+が結合することにより，収縮機能が阻害されることが知ら
れているものの，筋中におけるミオグロビンや収縮タンパク質 (アクチンやミオシン) 以外
のタンパク質における H+緩衝においては未だ詳しい検証はなされていない． 
 
1. 2. 3. 2. Lactate/H+共輸送体 (MCT) 
 MCT は 14 のアイソフォームがヒトなどの哺乳類で確認されており (Halestrap & 
Meredith, 2004; Merezhinskaya & Fishbein, 2009)，骨格筋において主に遅筋線維では
MCT1が，速筋線維ではMCT4の発現が優位であることが報告されている (Pilegaard et 
al., 1999; Bonen, 2001; Hashimoto et al., 2005)．MCT1と MCT4の機能特異性はミカエ
リス定数 (Km) によって表される乳酸濃度との親和性に依存している (Wilson et al., 
1998; Bonen et al., 2000)．MCT1 (低い Km，3.5-8.3 mM) は，遅筋線維と心筋線維の両
方に発現しており，主に乳酸塩の取り込みに関与している．その一方で，MCT4 (高い
Km，25-34 mM) は，速筋線維に優位に発現しており，細胞内から細胞外への乳酸塩の
放出を促進させる．MCT2 はミトコンドリア膜に存在しており，TCA 回路におけるエ
ネルギー基質となる乳酸塩のミトコンドリアへの流入を促進している (Benton et al., 
2004)．MCTs は乳酸塩と H+を 1:1 の割合で膜内外へ同方向に輸送するため，乳酸動態
は収縮筋における pHi恒常性に直接的に影響し，NHEや NBCよりも強い影響を及ぼす 
(Westerblad & Allen, 1992; Juel, 1997)．また，骨格筋細胞容積調節において，MCTsを
介した乳酸塩流入に部分的に依存することが報告されている (Lindinger et al., 2013)． 
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 骨格筋の MCT1 と MCT4 タンパク質量は，一過性及び慢性の運動，代謝障害，低酸
素，栄養などの変化による乳酸の上昇により可逆的に変動する (Thomas et al., 2012)．
上記のように，骨格筋 MCTs は，運動中および運動後の H+調節の唯一の機構ではない
ものの，一過性および慢性運動における MCT タンパク質発現への影響は，輸送能力の
変化と関係している．しかしながら，MCT 含有量変化における一過性および慢性運動
の効果の検証に一貫性はなく，議論の余地がある (Thomas et al., 2012)．アデノシン一
リン酸活性化プロテインキナーゼ (AMPK)を介した p38 分裂促進因子活性化タンパク
質キナーゼ (p38MAPK) 経路 (Takimoto et al., 2013; Cochran et al., 2014) および，ペ
ルオキシソーム増殖因子活性化受容体‐γ コアクチベーター‐1α (PGC-1α) を介した
経路 (Cochran et al., 2014; Kitaoka et al., 2014) が運動トレーニングにより上方制御さ
れることが知られており，Kitaoka らは (2014)，これらのシグナル経路が MCT1 と
MCT4 のタンパク質発現上昇に重要であると示唆している．一過性および慢性運動の
MCT isoformの反応やタンパク質量の変動の大きさは，上記の 2つのシグナル経路の違
いによるものかもしれない．例えば，Greenら (2008) は，トレーニングをしていない
ヒトを対象とした実験において，反復的な高強度運動により MCT4は増加 (24%) した
ものの，MCT1は増加しないことを報告している．しかしながら，トレーニングをおこ
なっている持久系ランナーにおいて，Bickham ら (2006) は，一過性 (2時間) と慢性 
(トレーニング) の高強度スプリント運動において MCT1 のタンパク質発現は増加する
ものの，MCT4 は増加しないことを報告している．注目すべきことに，MCT タンパク
質の変化は mRNA レベルと必ずしも一致しないことが報告されている (rev. (Thomas 
et al., 2012))．Bishopら (2007) は，高強度運動 (最大酸素取り込みの 200%の強度の
45秒間の運動) が，MCT1 (-24%) と MCT4 (-26%) を直ちに減少させると報告してい
る．これらの研究者らは，高強度運動による MCT タンパク質発現レベルの上昇には一
貫性がないものの，持久性トレーニングにおいては MCT4 が増加することを示してい
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る (Neal et al., 2013)．また，持久性トレーニングを受けた個体の筋では，トレーニン
グ量が少ない，もしくはトレーニングをしてない個体よりも通常時の MCT4 含有量が
高いことが示されている (rev. (Thomas et al., 2012))．以上のように，一過性及び慢性
的な運動が，MCT 発現及び輸送能力を変化させることが知られているものの，一貫し
た見解はなく，さらなる研究が必要である． 
 
1. 2. 3. 3. Na+/H+交換輸送体 (NHE) 
 NHEは，細胞外からの侵入や，化学反応で生じた過剰な H+を Na+ 勾配によって蓄え
られたエネルギーの利用により細胞内から除去している (Boron, 1986; Fliegel & 
Frohlich, 1993)．NHEは，H+と Na+を 1:1で交換する細胞膜タンパク質であり，現在ま
でに 13アイソフォームが哺乳動物で確認されている (Fuster & Alexander, 2014)．この
うち骨格筋の pHi 恒常性を担っている NHE1 は速筋線維と遅筋線維で発現している 
(Juel, 2000)．しかしながら，速筋線維における NHE1タンパク質濃度は，遅筋線維よ
りもおよそ 4 倍高い (Juel, 2000)． アンモニアプレパルス法による pHiの回復を観察
する実験において，NHE を阻害した場合に低 pHi 状態からの回復が抑制された．この
ことから，乳酸の非存在下では，pHi の維持において NHE が主要な膜輸送体として考
えられている (Aickin & Thomas, 1977)．筋収縮中もしくはその後の H+恒常性に対する
NHE の貢献は，未だ確立されていない．NHE1 タンパク質含有量は，ヒトにおいて 6
週間の筋力トレーニングプログラム後に変化が認められていない (Dela et al., 2004)．
ラットにおいて，一過性のスプリントもしくは持久性運動は，運動の 2時間後に測定し
た NHE1 タンパク質発現を有意に変化させないものの，高強度ランニングトレーニン
グにおいて NHE1タンパク質量が増加することが報告されている (Juel, 2000)． 
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1. 2. 3. 4. Na+/HCO3
-共輸送体 (NBC) 
 NBC は Na+と HCO3
-を 1:2 の割合で同時に輸送する輸送体であり  (Nguyen & 
Bonanno, 2011)，現在までに 5つのアイソフォームがヒトおよびラットなどの哺乳類で
確認されている (Kristensen et al., 2004; Romero et al., 2013)．ヒト (Juel et al., 2003; 
Kristensen et al., 2004) やラット  (Kristensen et al., 2004; Thomas et al., 2007) の骨
格筋において NBC1・NBC4が存在することが報告されている．NBC1は，両筋線維タ
イプで均等に発現している膜輸送体であり，NBC4は，遅筋線維で特に多く発現してい
ることが報告されている (Kristensen et al., 2004)．NBCのファミリーである SLC4に
は，Cl-/HCO3
-交換輸送体 (AE) や，Na+駆動型 Cl-/HCO3
-輸送体 (NDBE) が存在する 
(Romero et al., 2013)．AEにおいては，Aickin & Thomas (1977) が骨格筋での働きを
示唆しているものの，Juel (2008) は筋活動中における K+の放出やそれに伴う Cl-の電
気化学的な勾配の観点から働きに疑問を呈している．また，現在Western blotなどによ
り AE及び NDBEが骨格筋に発現していることを報告した論文はないことから，骨格筋
における HCO3
-の輸送を担っている輸送体は NBCのみであると考えられる． 
NBCの活性には，細胞内外に存在しているCAが重要な役割を示している (Alvarez et 
al., 2003; Becker & Deitmer, 2007; Schueler et al., 2011)．また，NBCはMCT のアイソ
フォームである MCT1 と遅筋線維においてタンパク質濃度に正の相関がある 
(Thomas et al., 2007)．さらに，Thomas et al. (2012) は，高強度運動中の NBC経由で
の pHi制御は，MCT1の輸送活性を促進すると推測している．実際，カエルの卵母細胞
において，NBC1 と MCT1 を同時発現させたとき，NBC による緩衝作用により pH 勾
配が維持されているために，乳酸流入輸送が増強されるという報告もある (Becker et 
al., 2004)． 
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1. 2. 3. 5. ミトコンドリア 
前に述べたように，ミトコンドリアは ATP を産生する重要な細胞小器官である．そ
れと同時に，エネルギー産生に必要な乳酸や H+をミトコンドリア内に取り込むことか
ら，pHi 恒常性にも関わっていると考えられる．また，ミトコンドリア量は筋線維タイ
プによって異なり，遅筋線維ではミトコンドリアが多いことから (Gueguen et al., 
2005)，pHi恒常性が高いと考えられる． 
 ミトコンドリアには，細胞膜下に存在するミトコンドリアと細胞内深部に存在するミ
トコンドリアがあり，それと関連して MCTsの発現が異なると考えられている．細胞膜
下に存在するミトコンドリアには，MCT1，MCT2，MCT4 が発現しているのに対し，
細胞内に存在するミトコンドリアは MCT2のみが発現している．それぞれの MCT アイ
ソフォームと乳酸塩との親和性の関係から，乳酸塩取り込みと酸化に関して，それぞれ
のミトコンドリアで異なることが示唆されている (Benton et al., 2004)． 
 
1. 2. 4. 筋疲労と低 pHの関係 
運動時の筋の乳酸蓄積は，歴史的に筋疲労の主な原因として考えられてきた．乳酸と
H+は，激しい運動によって筋で生産される．ヒトとラットにおいて，安静時の pHiは約
pH 7.1であり(Aickin & Thomas, 1977; Westerblad et al., 1997; Allen et al., 2008; Foure 
et al., 2015)，高強度の運動の後には，ヒトで約 pH 6.6，ラットで約 pH 6.3 まで低下
すると報告されている (Sahlin et al., 1976; Metzger & Fitts, 1987)．これまで，筋発揮
張力の低下は筋細胞内乳酸濃度 ([Latate]i) の上昇や，それにともなう pHiの低下による
ものだと考えられている． 
しかしながら，近年では，pHiの低下や[Lactate]iの上昇と筋疲労に関係性がないこと
も示されている．例えば，pHiは疲労の時点で 6.8-6.9程度までしか低下せず，pHiの大
きな減少なしにヒトで筋疲労が起きていると報告されている (Bangsbo et al., 1996; 
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Hogan et al., 1999)．また，ラットにおいても，in vivoでの腓腹筋の刺激において，張
力は 60%低下したにもかかわらず，NMR の測定で，pHiの低下は 6.9 付近であること
が報告されている (Baker et al., 1994)．同じような結果は，蛍光指示薬による pHiモニ
タリングでも観察されている (Williams & Ward, 1992; Bruton et al., 1996)． その他に，
CO2濃度を上げて実験的に pHiを低下させた時，特に生理温度に近い哺乳類の筋線維で
は，筋発揮張力の低下と低 pHi は明らかな相関を持たない (Wiseman et al., 1996)．
Ranatunga (1987) は，ラットの長趾伸筋において 30-35℃の時，単収縮と強縮の張力
は低 pHi状態 (約 6.5) では減少せずに，増強することを見出した．また，37℃での in vivo
のネコの筋では，ヒラメ筋と上腕二頭筋において，高炭酸ガスにより pHi 7.1 から 6.3
に減少させた時の最大の強縮性発揮張力は約 10%しか減少しなかったことや (Adams 
et al., 1991)，32℃でマウスから単離した単一筋線維において 7.17から 6.67に pHiを減
少させた時の最大の強縮性発揮張力は約 10%しか減少せず，最大筋収縮速度の有意な
緩徐化は起こらなかったことが報告されている (Westerblad et al., 1997)．このように，
炭酸ガスにより疲労時の筋と同等レベルの低 pHi状態にした筋では，疲労筋に比べて最
大発揮張力の低下はほとんど観察されていない．また，同様の結果がカエルの筋線維に
おいても観察されている (Renaud et al., 1986; Baker et al., 1995)．このように，筋疲
労と pHiの低下との間の関係は明確ではない．ここでは，低 pHiが筋発揮張力のどの段
階に与える影響について以下に述べる． 
 
1. 2. 4. 1. 収縮速度と低 pHの関係 
 筋疲労の定義として，前に述べた張力の減少ともう一つ収縮速度の減少があげられる 
(Bigland-Ritchie, 1984; Sogaard et al., 2006)．単一筋線維において，pHiの低下時に筋
発揮張力の低下が起きていることが報告されている (Bruton et al., 1996)．また，NMR
によるヒトの前脛骨筋についての研究において，pHiが 7.01 から 6.65 に低下した時，
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最終的な張力は初期値の 63%まで減少しており，この時の筋弛緩半減時間も 36.5 ms
から 113 msに増加した (Jones et al., 2009)．また，ウサギの単離筋線維を用いた実験
においても，pH 7.4から pH 6.5に pHiを低下させた時，収縮速度が約 1/4になること
が報告されている (Longyear et al., 2014)．これは，低 pHiによりクロスブリッジにお
ける ATPの加水分解，ADPの放出段階において H+が影響を及ぼすためであると報告さ
れている (Nelson & Fitts, 2014)．しかしながら，収縮速度は張力発揮に必要な Ca2+の
動態に影響を受けることから，Ca2+動態及び，興奮収縮連関において Ca2+の働きを阻
害する代謝産物 (無機リン酸など) の動態を考慮することが必要である (Jones et al., 
2009)．さらに，32℃でマウスから単離した単一筋線維において 7.17 から 6.67 に pHi
を減少させた時，最大筋収縮速度の有意な緩徐化は起こらなかったことが報告されてい
る (Westerblad et al., 1997)．このことから，実験条件や Ca2+動態により収縮速度に対
する H+の効果は未だ一貫した見解を得られていない． 
  
1. 2. 4. 2. 興奮収縮連関における Ca2+サイクルへの低 pHの影響 
 発揮張力の低下には，クロスブリッジにおける ATPの加水分解のほかに，SRからの
Ca2+の遊離，トロポニンへの Ca2+の結合，Ca2+-ATPase による Ca2+の回収のサイクル
のいずれかの機能が低下することが直接的に影響を及ぼす．つまり，低 pHi状態により
H+が興奮収縮連関を阻害することが発揮張力の抑制につながっていると考えられる．先
行研究において，低 pHiにより SR からの Ca
2+放出が低下することが報告されている 
(Rousseau & Pinkos, 1990)．また，Ca2+遊離チャネルにおいて Ca2+やカフェインの刺
激による活性を直接的に減少させるということも示されている (Jones et al., 1979; Ma 
et al., 1988; Williams & Ward, 1992)．しかしながら，興奮収縮連関による電位感受性
Ca2+ 遊離は，温度や低 pHi (pH 6.1-6.2) の影響をほとんど受けず (Lamb et al., 1992; 
Lamb & Stephenson, 1994)，電位感受性の活性自体にも影響はなかったとも報告され
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ている (Balog & Fitts, 2001)． 
H+がトロポニンC (TnC) に結合するCa2+と競合するためにCa2+感受性が減少するこ
とが報告されている (Williams et al., 1975; Donaldson et al., 1978; Fabiato & Fabiato, 
1978)．また，低 pHiは SRの Ca
2+ポンプにおいて Ca2+との親和性を減少させ (Allen et 
al., 2008)，pH 7.0から pH 6.3に pHiを低下させたとき，SRの Ca
2+ポンプ活性を 5倍
以上減少させる (0.14～0.72 μM) (Fabiato & Fabiato, 1978; Baker et al., 1995)．これに
より，低 pHi状態では，SRの Ca
2+ポンプにおける Ca2+の親和性を減少させ，取り込み
比率の減少をもたらすため (Allen et al., 1995; Westerblad et al., 1997)，筋発揮張力低
下時において，Ca2+の基底状態の濃度が上昇する (Sonobe et al., 2008) と考えられる．
細胞内 H+濃度 ([H+]i) の上昇による興奮収縮連関への影響として，SRからの Ca
2+放出
における H+の影響に一貫した見解は得られていない．その一方で，Ca2+-ATPase によ
る Ca2+の取り込み，TnCにおける Ca2+感受性においては，H+の影響は大きいとされて
いる． 
 したがって，pHiの低下における筋発揮張力の低下，収縮速度の緩徐化，Ca
2+サイク
ルへの影響には，さらなる研究が必要である．これらの影響に関しては温度条件や血流
の影響が大きく関与することが考えられ，生理的環境下に近い条件でのさらなる研究が
必要である． 
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第 2章 研究目的および研究課題 
 
 筋細胞内 pH (pHi) の低下は，筋機能に様々な影響を与えることが報告されてきた．
しかしながら，これらの知見の多くは，単離した筋線維を用い，生体外 (in vitro) 環境
下での実験アプローチにより検証されている．in vitro 環境下での実験モデルは，細胞
内の水素イオン (H+) 緩衝能力や細胞膜に存在する H+膜輸送体の発現量の変化を評価
するためには有用である．しかしながら，生体内 (in vivo) 環境下における pHi恒常性
は，細胞内に加えて，細胞外環境 (間質及び血液) の影響を受ける．したがって，pHi
恒常性の制御機構を解明するためには，細胞内-間質-血中の間での H+の受け渡しを考慮
した上で，筋細胞内 H+緩衝作用や H+排出機構を明らかにするための実験モデルが必要
である． 
ヒトへの運動実験に現在用いられている 31P-NMR やマイクロ透析といったアプロー
チは，方法的な限界から生体内環境に不可欠な生理的変数 (例えば，筋温，血流など) の
変化の影響を加味することが出来ない場合があると考えられる．本研究室ではより生体
に近い環境下での筋収縮間の筋細胞イオン動態を観察することに成功している 
(Sonobe et al., 2008; Eshima et al., 2013)．このモデルでは，生理的変数を損なうこと
なく，細胞内のイオン動態を観察することが出来る．そこで，本研究は in vivo 環境下
でリアルタイムに細胞内イオン動態を観察できる in vivoバイオイメージングを応用し，
生理的環境下での pHi制御機構を解明することを目的とし，以下の研究課題を設定し検
証をおこなった． 
 
研究課題 1：in vivo環境下における細胞内 pH恒常性の解明 
 生理的 (in vivo) 環境下での H+除去動態を解明するために， in vivo環境下において
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単一筋線維レベルで pHi動態の評価をおこなうモデルを開発し，各実験を実施した．実
験 1では，in vivoバイオイメージングにおける pHi観察が pHi恒常性を保持しているか
を検証するために， in vivo環境下及び，維持していない状態 (in vitro環境下) での pHi
動態を観察した．実験 2では，microinjection法を用いた in vivo環境下における単一筋
線維レベルでの pHi動態の観察・評価のために，低 pH 溶液を異なる時間注入し (酸負
荷強度) ，pHi動態の違いについて検証した．さらに，pHi恒常性について検証するため
に，pHi恒常性に関与する機構 (緩衝機構，膜輸送体) を阻害すると同時に低 pH溶液を
注入し，pHi動態を観察した (実験 3)．実験 4では，H
+の細胞内への取り込みの経路を
検証するために，低 pH溶液を筋表面に負荷し，H+取り込みに関与する膜輸送体を阻害
し pHi動態を観察した． 
 
研究課題 2：連続的な筋収縮による筋疲労時の細胞内 pH動態の評価 
In vivo環境下における筋発揮張力の減少と pHiの低下の関連性を検証するために，in 
vivo バイオイメージングを応用したラット脊柱僧帽筋における筋収縮モデルを用いて
各実験を行った．実験 5 では，筋収縮モデルを用いて，連続的な等尺性 (ISO) 収縮負
荷時の pHi動態を観察し，筋発揮張力の低下と pHiとの関係性を検証した．また，ISO
収縮負荷時の pHi制御における膜輸送体の役割を検討するために，pHi維持に関与する
膜輸送体 (NHE，MCT，NBC) の薬理学的な阻害が ISO収縮負荷時の pHi動態に与える
影響を検証した (実験 6)． 
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第 3章 in vivo環境下における細胞内 pH恒常性の解
明 
 
3. 1. 背景と目的 
 安静時の pHiは約 7.1 に保たれている (Aickin & Thomas, 1977; Westerblad et al., 
1997; Allen et al., 2008; Foure et al., 2015)．これは，主に 2つの異なる機構の作用によ
り成り立っている．一つ目は，細胞内緩衝物質 (例えば，HCO3
-，カルノシン) による
H+の中和であり，二つ目は，筋細胞膜上に発現している膜輸送体による細胞外への H+
の放出である (Aickin & Thomas, 1977; Geers & Gros, 2000; Thomas et al., 2012)．骨
格筋に発現している膜輸送体でpHi維持機構に関与していると考えられている膜輸送体
は，Na+/H+交換輸送体である NHE，Lac-/H+共輸送体である MCT，Na+/HCO3
-共輸送体
である NBC の 3 つである．これらが複合的に作用することにより pHi恒常性が保たれ
ている． 
筋細胞内で産生された H+は間質中へ放出され，血液中に移動すると考えられている 
(Street et al., 2001; Aoi & Marunaka, 2014)．間質では血中と比較してヘモグロビン 
(Hb) などの緩衝物質が存在しないため，H+の蓄積が起こる (Aoi & Marunaka, 2014)． 
このように，骨格筋における pHi 恒常性は，筋細胞内－間質－血中の間での H
+の受
け渡しにより構成されおり，細胞内に加え，細胞外環境の影響を受ける．したがって，
in vivo環境下での pHi恒常性と H
+による筋線維への影響を議論するためには細胞内-間
質-血中の H+相互作用を考慮した上で，筋細胞内 H+緩衝作用や H+排出機構を検証する
必要がある． 
本研究は，in vivoバイオイメージングモデルとmicroinjection法を用いて筋線維へ低
pH 溶液を負荷した際の溶液を注入した線維の pHi回復動態及び，それに隣接した筋線
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維への影響を同時に測定した．さらに，pHi 恒常性に関与する膜輸送体を阻害した際の
pHi回復動態を検証することで，H
+を細胞外へ排出する経路を解明することを目的とし
た． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
~ 25 ~ 
 
3. 2. 方法 
3. 2. 1. 被験動物 
 本研究では，雄性の Wistar 系ラット (日本 SLC)，体重 239-344 g，10-14 週齢を用
いた．全てのラットは室温 24℃で 12時間の明暗のサイクルに管理された飼育室におい
て，餌と水をそれぞれ自由に摂取できる状態で飼育した．全ての実験は，電気通信大学
実験委員会の承認を得たものであり，本学動物実験等規程に従って行われた． 
 
3. 2. 2. 外科的処置 
本実験では，ラット脊柱僧帽筋を対象とした．この筋は，速筋線維と遅筋線維からな
る混合線維 (TypeⅠ: 41%，TypeⅡ: 59%) である (Delp & Duan, 1996)．また，組成 
(Tupling et al., 2007) 及び，酸化的能力 (Leek et al., 2001) はヒトの四頭筋と類似して
いる．最薄部位では筋線維 10 本程度の厚さであり，環状の血管ネットワークが筋の剥
離後も維持されているために，神経活動や血流が維持された状態での顕微鏡観察が可能
である (Gray, 1973; Sonobe et al., 2008)．外科的処置のためにラットにソムノペンチ
ル (共立製薬，0.8 ml/kg/Body weight) を腹腔内注入することで麻酔した．また，必要
に応じて麻酔は適宜追加した．処置中のラットは，体温を保持するために 37℃に維持
されたホットプレート (BWT-100，バイオリサーチセンター) 上に静置した． 
麻酔下において，ラットの正中線から 3 cm程度切開し，右脊柱僧帽筋の組織を傷つ
けないように慎重に組織から剥離・露出し，表面を覆う結合組織などを顕微鏡下で可能
な限り取り除いた．脊柱僧帽筋に特徴的な環状の細動静脈を維持するため，筋の近位部
において主となる供給動脈を傷つけないように筋の遠位部を剥離した．剥離した部位は
筋長を維持するために，馬蹄型のリングに縫合糸 (Sigma) で固定した．  
外科的処置の間，筋表面の乾燥を防ぐために pH 7.35-7.40 に平衡化し，37℃に維持
した Krebs-Henseleit bicarbonate-buffered solution (KHB) 溶液 [NaHCO3: 21.8 mM，
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NaCl: 132 mM，KCl: 4.7 mM，MgSO4: 2 mM，CaCl2・2H2O: 2 mM (equilibrated with 95% 
N2– 5% CO2)] を滴下することにより常に保湿した． 
  
3. 2. 3. pH感受性蛍光指示薬の負荷 
 本実験は， pH 感受性蛍光指示薬としてアセトキシメチル化した BCECF 
(2’,7’-bis-(2-carboxyethyl)-5(6)-carboxy-fluorescein-AM；BCECF-AM，Dojindo) を使用
した．BCECF-AMは，2.5 mMの保存溶液になるようにジメチルスルホキシド (DMSO) 
に溶解し，-20℃で保存した．実験の際に，BCECF-AM は最終濃度が 10 μM になるよ
うに KHB 溶液で希釈した．外科処置後，露出させた脊柱僧帽筋を BCECF-AM 溶液に
45分間インキュベーションした．インキュベーション終了後，細胞外の BCECF-AMを
取り除くため KHB溶液で 15分間の洗浄を行った． 
 
3. 2. 4. 膜輸送体の阻害 
1. 膜輸送体 (MCT，NHE，NBC, TRPM7) 及び炭酸脱水酵素 (CA) の阻害は，以下の
試薬を用いた． 
2. MCT 阻害剤 (α-Cyano-4-hydroxyciannamic Acid (CHCA)，4 mM，(Jackson & 
Halestrap, 1996)) 
3. NHE阻害剤 (5-(-N-Ethyl-N-isopropyl)amyloide (EIPA)，1 mM，(Kinsella & Aronson, 
1981)) 
4. NBC 阻害剤  (4,4’-Diisothiocyano2,2’-stilbenedisulfonic Acid (DIDS)，0.5 mM，
(Tokuda et al., 2007)) 
5. TRPM7 阻 害 剤  (N-[(1R)-1,2,3,4-tetrahydro-1-naphthalenyl]-1H-Benzimidazol-2- 
amine hydrochloride (NS8593)，0.1 mM，(Schilling et al., 2014)) 
6. Carbonic anhydrase (CA) 阻害剤 (Acetazolamide，0.5 mM，(Tokuda et al., 2007)) 
~ 27 ~ 
 
それぞれの試薬は DMSO (最終濃度の 0.1~1%) に溶解させたものを，KHB で希釈し，
それぞれの最終濃度になるように調整した．希釈濃度は，in vitro 実験の先行研究をも
とに，同程度もしくは上回る濃度のいずれかで調整した (Kinsella & Aronson, 1981; 
Jackson & Halestrap, 1996; Tokuda et al., 2007; Schilling et al., 2014)．また，本研究に
おいて，in vivo環境下における安静時の阻害剤の効果を検証した．その結果，膜輸送体
阻害時にける pHiは，in vivo 条件と比較して有意な pHiの低下が観察された (MCT: Δ
pHi -0.32 ± 0.06, NHE: ΔpHi -0.43 ± 0.10, NBC: ΔpHi -0.29 ± 0.08)． 
 
3. 2. 5. in vivo バイオイメージング観察 
 Fig. 5に実験の模式図を示した．BCECF-AMを負荷した筋は， 37℃のガラスホット
プレート上に静置した．落射型顕微鏡 (FN-1，Nikon)，10倍対物レンズ (Plan Fluor 10×，
Nikon) を用いて血流の有無，組織の状態を観察し，血流のない部分や剥離によって傷
ついた組織の領域などは対象外とした． 
明視野，蛍光画像の取得には高感度 CCD デジタルカメラ  (ORCA-Flash 2.8，
HAMAMATSU)，画像取得・解析ソフトウェア NIS-Elements AR (Nikon) を用いた．画
像はすべて binning 2 × 2 (検出感度の増加) で解像度 960 px × 720 px，12 bitで取得し
た．明視野画像は自動露光で画像を取得した．蛍光観察の光源にはキセノンランプを使
用し，445 nmと，500 nm のフィルターによって 2種類の励起光を得た．測光は 535 nm
のフィルターを通して取得した．pH 感受性蛍光指示薬の BCECF は 500 nm 付近で励
起した場合には pHi の低下 (H
+濃度上昇) に伴い蛍光強度が減少するのに対して，440 
nm 付近の励起では蛍光強度が変化しない．この特性から，2 種類の波長によって励起
した蛍光強度比から，色素の濃度，光源強度，細胞の大きさ，厚さ等に関係なく pHと
対応付けることができる (レシオメトリー法) (Fig. 4)．蛍光画像取得時の蛍光フィルタ
ブロックは，この画像取得ソフトに連動した蛍光フィルタブロックのチェンジャー 
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(LEP MAC600 SYSTEM) により自動で切り替えた．蛍光画像は 445 nm，500 nm とも
に 0.1-0.2秒間の露光時間，Gainは 150 (増幅率 1.5倍) で画像を取得し，445 nm，500 
nm で励起した 2 枚の 535 nm の蛍光画像を除算処理 (F500/F445：R) した ratio 画像
を経時的に取得した．pHiの値は，画像に設定した ROIの範囲を数値化し，安静時 (R0) 
からの変化率を pHiの変化 (R/R0) として表した．また，画像は疑似カラーにより，Ratio
値が 2.0以下では紫に，また 7.0以上は赤になるように設定した (Fig. 5)． 
 
3. 2. 6. 低 pH溶液の microinjection 
 Microinjectionに使用したキャピラリーは，ガラス管 (GD-1，NARISHIGE) をプーラ
ー (PC-10，NARISHIGE) で引き伸ばし (二段引き，No.1 ヒーター: 65.1，No.2 ヒー
ター: 60.0~60.2，おもり: 3-4，スライダー (ヒーター側): 2.5-3.5，スライダー (おもり
側): 5-7)，先端を研磨機 (NARISHIGE EG-400) で約 1 μmに加工したものを使用した 
(Fig. 6)．microinjection は，電動マイクロインジェクター (IM-300，NARISHIGE)を用
い，injection には N2 ガスを用いた．固定や位置調整には，粗動用マニュピレーター 
(MMN-1，NARISHIGE) を使用し，微小調節には一次元油圧マニュピレーター 
(MMO-220A ，NARISHIGE) を用いた．低 pH溶液は，細胞内溶液に近い組成の溶液を
用いるために，先行研究 (Blank et al., 1992; Westerblad & Allen, 1992) にて行われて
いる蛍光指示薬のキャリブレーション溶液及び，Vaughan-Jones et al., (2002) の pH溶
液を参考にし，HCl及び KOHにて調整した PIPES溶液 (KCl: 122 mM， Dextrose: 11 
mM，MgCl2: 1.0 mM，KOH: 18 mM，PIPES: 15 mM，EGTA: 1.0 mM ，37℃，pH 6.5) 
を使用した．低 pH溶液は，筋線維内へ 35 psi (約 24,000 Pa) で 1秒間 (0.78×10-3 μl) も
しくは 3秒間 (2.33×10-3 ± 0.55 ×10-3 μl) 注入した．筋線維内への注入量は，筋線維の
容積 (観察範囲を半径 45 μm，長さ 800 μm の円柱と仮定する) の約 46%以下である． 
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Fig. 4 BCECFの蛍光強度とpHの関係 (a) (Molecular Probes TM) と，構造式 (b) (Dojindo)． 
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Fig.5 in vivoバイオイメージングモデル概要 
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Fig. 6 加工したキャピラリー 
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Fig. 7 キャピラリーの筋への挿入 
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3. 2. 7. 実験プロトコル 
実験 1：in vivo，in vitroコントロール 
本実験では，in vivoコントロール (N = 7) と，in vitroコントロール (N = 5) にグル
ープ分けした．安静時の in vitro コントロール実験は，顕微鏡観察前に脊柱僧帽筋に
BCECF-AM を負荷し，その後外科的に筋を単離することで，筋への酸素供給及び神経
活動を停止させた．蛍光画像は，pre 画像を取得後 5 分毎に 20 分間取得した．取得し
た画像は，NIS-Elements AR を用いて，1 本の線維に 3 つの ROI を設定したものを 5
本の線維で行い，これを平均化したものを筋線維の pHiとした (Fig. 8-a)． 
In vivoコントロール実験は，主要血管及び神経経路を維持したまま筋を露出させる
以外は in vitro実験と同様に実施した． 
 
実験 2：単一筋線維への低 pH溶液注入  
本実験では，1秒間の PIPES溶液注入群 (i-1s，N = 12) ，3秒間の PIPES溶液注入
群 (i-3s，N = 7) にグループ分けをした．研磨したキャピラリーは，一次元油圧マイク
ロマニピュレーターを用いて選択した単一筋線維に挿入した．その後，マイクロインジェ
クターにより，溶液注入線維に，pH 6.5に調整した PIPES溶液を 35 psiで 1秒間また
は 3秒間で注入した (Fig. 7)．注入後は筋への損傷を避けるため，速やかにキャピラリ
ーを筋から抜いた．蛍光画像は，溶液注入前の 30 秒間 (1 image/s) と溶液注入後の 1 
(1 image/s), 5, 10, 15, 20分で取得した (Fig. 9-a)．取得した蛍光画像は，ROIを溶液注
入線維及び，溶液注入線維の隣接線維として，溶液注入線維の上下 2本ずつの計 5本に
設定し，解析を行った (Fig. 8-b)．  
 
実験 3：膜輸送体阻害時の筋線維への低 pH溶液注入  
 本実験では， i-3s，MCT 阻害群 (MCT，N = 9)，NHE阻害群 (NHE，N = 11)，NBC
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阻害群 (NBC，N = 9)，全膜輸送体 (MCT，NHE，NBC) 阻害群 (All blockade，N = 9)，
CA阻害群 (CA，N = 2) にグループ分けをした．膜輸送体阻害群においては，溶液注入
実験の 5分前から阻害剤を筋表面へ灌流することで負荷し，実験中 KHB溶液の代わり
に断続的に灌流し続けた (Fig. 9-b)．低 pH溶液注入のプロトコル及び解析方法は実験 2
と同様におこなった． 
 
実験 4：低 pH溶液負荷 
 本実験では，低 pH溶液負荷 (CONT，N = 6)，MCT 阻害群 (MCT，N = 5)，NHE阻
害群 (NHE，N = 5)，NBC阻害群 (NBC，N = 6)，3つの膜輸送体 (MCT，NHE，NBC) 
阻害群 (All blockade，N = 9)，TRPM7阻害群 (TRPM7，N = 5) にグループ分けをした． 
プロトコルは，筋線維表面に連続的に低 pH溶液 (pH 6.5) を灌流する以外，実験 2, 3
と同様に実施した． 
 
3. 2. 8. in vivo環境での pHi較正 
In vivo 環境における細胞内 pH 較正は， Westerblad & Allen (1992) の方法を元に
Nigericinを含んだ pH 6.5，7.0，7.2，7.4の K+較正溶液を筋線維表面へ負荷することで
実施した (N = 7)．較正溶液 (130 mM KCl，1mM Dextrose，1 mM MgCl2，10 mM KOH，
1 mM EGTA，20 μM Nigericin，15 mM BDM，10 mM HEPES or 15 mM PIPES) は HCl
もしくは KOHの添加により pH 6.5 ~ 7.4に調節した．筋表面へそれぞれの較正溶液を
負荷し，5~20分後の蛍光比率を各 pHの値とした．Fig. 10は，蛍光比率と筋表面へ負
荷した溶液の pHとの定量的な相関関係を示している．回帰直線式は，R/R0 = 0.4557 pH 
- 2.320 (r2 = 0.92，P < 0.01) である． 
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3. 2. 9. pHi特性のモデル化 
 Kaleida Graph (Version 4.1, Synergy software,Reading, PA) を使用し，pHiの動態を
モデル化するために，One-component モデルを適用した： 
pHi (t) = pHi base  ( t ≦ TD) (1) 
pHi (t) = pHi base + ∆ pHi × (1- exp ^- (( t - TD)/τ))  (t > TD) (2) 
ここで，pHi (t) は時間 tにおける pHiの値を示し，pHi baseは溶液注入直後の基底水準を，
ΔpHiは基底水準から 5分時の回復した値の pHi増加分を示している．また，時定数 (τ) 
は，反応から最大値の 63%に達するまでの時間を，応答遅延時間 (time delay: TD) は，
溶液注入時から pHiが上昇し始めるまでの時間を示している．One-conponent式がそれ
ぞれの筋における pHi反応を最も回帰するモデルかを決定するために，以下の 3つの判
断基準を用いた：(1) 係数による決定 (つまり，r2)，(2) 剰余項の二乗の和 (すなわち，
χ2)，(3) データ回帰モデルの視覚的点検． 
 
3. 2. 10. 統計処理 
 本実験における統計量は，平均値 ± 標準誤差 (SE) として示した．統計処理はすべ
て Prism ver. 6.0 (GraphPad Software) を用いて行った．繰り返しのある一元配置の分
散分析 (one-way ANOVA) もしくは，二元配置の分散分析 (two-way ANOVA) を行い，
有意性が示された時に Bonferroni (実験 1，2) もしくは Tukey (実験 3，4) の多重比較
検定をおこない，5%未満の危険率を有意水準とした． 
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Fig. 8 実験 1 (A) 及び実験 2，3，4 (B) における ratio値の解析画像．白破線で囲まれた部
分 (ROI) を数値化し，解析した．Scale bar = 100 μm．  
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Fig. 9 注入実験のデータ取得プロトコル．蛍光画像は，溶液注入前の 30 秒間 (1 image/s) 
と溶液注入後の 1 (1 image/s), 5, 10, 15, 20分においてそれぞれ取得した (a)．阻害剤負荷
実験において，プロトコル開始の 5 分前から阻害剤を負荷し，プロトコルを通し断続的に
阻害剤を負荷した (b)． 
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Fig. 10 pH 較正溶液を筋表面へ負荷した時の pH 溶液と蛍光比率 (R/R0) の定量的関係．
筋線維へ pH 6.5, 7.0, 7.2, 7.4の溶液を筋線維表面に負荷した．蛍光比率は，溶液負荷後の
蛍光強度 (R) を溶液負荷前の値 (R0) で規格化した．回帰直線式：R/R0 = 0.4557 pH - 0.230 
(r
2
 = 0.92，P < 0.01)． 
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3. 3. 結果 
実験 1 
 実験 1 では，in vivo バイオイメージングにおける pHiの測定の妥当性を検証した．
Fig. 11は，90分間の in vivo環境下と in vitro環境下でのラット脊柱僧帽筋の pHi変化
を示している．in vitro環境下において，pHiの有意な低下 (*p < 0.05, **p < 0.01 vs. in 
vivo) が測定開始 10分後から観察され，20分時において 7.05 ± 0.04まで低下した (Fig. 
11)．しかしながら，in vivo環境下では，20分間の観察を通じて有意な変化は認められ
なかった． 
 
実験 2 
 実験 2では，microinjection法を用いて in vivo環境下における筋線維毎の pHi動態を
検証した．Fig. 12 は，ラット脊柱僧帽筋へ低 pH 溶液を注入した前後の経時的な pHi
変化の代表的な蛍光強度比画像を，Fig. 13 は画像を数値化したグラフを示している．
溶液注入の 1-2秒後に ΔpHiは-0.48 ± 0.03 (i-1s) 及び-0.73 ± 0.03 (i-3s) まで有意に減
少した．回復動態は二相性を示し，溶液注入後 60秒以内では，急速な pHiの増加が i-1s 
(-0.30 ± 0.03)，i-3s (-0.52 ± 0.05) の両群で観察された．その後，20分までに両群とも
ベースライン (つまり，初期値 ΔpHi 0.00) へ緩やかに回復した (i-1s: -0.15 ± 0.03，i-3s: 
-0.35 ± 0.04)．条件における回復動態は同じであるものの，i-3s群の回復率は i-1s群と
比較して有意に低かった． 
 低 pH溶液注入時のキャピラリー挿入が pHi動態に影響するのか検証した． Fig. 14A
では，キャピラリー挿入後，溶液未注入時の pHi動態を示している．この時，溶液注入
線維と周辺線維とで有意な差は観察されなかった (Injection Fiber: ΔpHi -0.16 ± 0.04，
Surrounding Fiber: ΔpHi -0.10 ± 0.02，20min)．Fig. 14Bは，溶液注入線維及び周辺線
維の長軸方向の pHi の経時変化を示している． 溶液注入線維内では，溶液注入部分か
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ら遠くなるにつれて pHiの低下の程度が少なかった．しかしながら，周辺線維において
は線維内での違いは観察されず，一様に低下していく動態が観察された． 
 
実験 3 
 実験 3は，低 pH溶液注入からの回復における pHi恒常性の経路を検証した．Fig. 15
は溶液注入後の膜輸送体阻害の効果を示している．すべての群において，溶液注入直後
に ΔpHiの有意な減少が観察された (i-3s: -0.73 ± 0.03，CA: -0.86 ± 0.05，MCT: -0.76 ± 
0.04，NHE: -0.70 ± 0.06，NBC: -0.78 ± 0.05，All blockade: -0.78 ± 0.02)．この時すべ
ての群間において有意な差は観察されなかった．また，溶液注入 5分間の pHi回復動態
は，one-component exponential モデルで回帰した (CONT (i-3s): r2 = 0.990 ± 0.004，
CA: r2 = 0.990 ± 0.005，MCT: r2 = 0.990 ± 0.221，NHE: r2 = 0.987 ± 0.009，NBC: r2 = 
0.996 ± 0.002，ALL blockade: r2 = 0.982 ± 0.007)．CA阻害条件においては，溶液注入
後の最初の 5分間の急速な pHi回復において有意な遅延が観察された (Fig. 15，Table 1)．
その一方で，膜輸送体阻害群においては，急速な pHi回復応答おいて阻害剤の影響は観
察されなかった (Fig. 15，Table 1)．明確に述べると，動態 (TD，τ，MRT) 及び，pHi
回復の絶対値は，初期の急速な回復過程において，コントロール，膜輸送体阻害群で有
意な差は観察されなかった．対照的に，その後の緩やかな pHi回復過程 (5-20 min) に
おいて，CA，MCT，NHE，NBC阻害において影響が観察されない一方で，All blokade
では急速な回復過程後の回復は抑制された (Fig. 15)． 
  
実験 4 
 実験 4では，H+の細胞内取り込みの経路を検証するために，筋線維表面へ低 pH溶液
を負荷し，H+取り込みに関与していると報告されている膜輸送体を阻害し pHi動態を観
察した．Fig. 16Aは，周辺線維 (つまり，低 pH溶液注入線維に隣接している線維) と
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低 pH 溶液を筋線維に灌流した群の pHi経時変化を示している．i-1s 群では，溶液注入
線維の周辺線維における pHi 変化に 20 分間で有意な差は観察されなかった (1 min: 
7.27 ± 0.01，20 min: 7.31 ± 0.01)．対照的に，i-3s群では 20分間の実験終了地点まで
連続的に周辺線維の pHiは有意に減少した (1 min: 7.21 ± 0.01，20 min: 7.08 ± 0.02，P 
< 0.05)．また，筋線維への低 pH溶液灌流群では，i-3s群と同様に 20分間まで有意な
低下が観察された (1 min: 7.16 ± 0.01，20 min: 7.11 ± 0.03，P < 0.05)． 
 Fig. 16B は，膜輸送体を阻害し，低 pH 溶液を負荷した時の pHi動態を示している．
低 pH溶液負荷により，All blokade群 (CONT: -0.12 ± 0.01，All blockade: -0.30 ± 0.10，
5 min，*P < 0.05 vs. CONT) 及び，NHE阻害群において CONT 群と比較して有意な低
下が観察された (CONT: -0.18 ± 0.03，NHE: -0.43 ± 0.06，20 min，*P < 0.05 vs. CONT)． 
H+の取り込みに関与していると仮定した MCT と TRPM7 阻害群においては，pHiの低
下を防ぐことはできなかった (MCT: -0.18. ± 0.04，TRPM7: -0.14 ± 0.03)． 
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Fig. 11 安静時における 20分間の pHi経時変化．(A) 蛍光画像は，in vivo環境下 (aと b) 及
び in vitro環境下 (c と d) を示している．縮尺目盛は 100 μmと同等である．(B) ラット脊
柱僧帽筋における in vivo環境下及び in vitro環境下での安静時の pHi変化を示している．10
分以降において，in vitroは in vivoに比べて有意に pHiが低下していた (*p < 0.05, **p < 0.01 
vs. in vivo)．値はmean ± SEで示している (in vivo: N = 7，in vitro: N = 5)． 
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Fig. 12 ラット骨格筋への低 pH溶液マイクロインジェクション時の細胞内 pH (pHi) 変化の
代表 ratio画像．a: pre (-30 s) 画像．黄色い実線の丸は低 pHを注入した場所を示している．
黄色の四角は解析した部位を示している．b-g：溶液注入直後 (0 s)，60 s，5 min，10 min，
15 min，20 min後の ratio画像を示している． 
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Fig. 13 脊柱僧帽筋へ低 pH溶液を注入した時の i-1sと i-3sの pHi動態． i-1sと i-3sにおけ
る低 pH 溶液注入線維の 1200 秒間の pHi動態を示している．溶液注入 5 分後以降おいて，
i-3sは i-1sと比較して有意に pHiの回復が抑制されていた (*P < 0.05 vs. i-1s)． a-gは，Fig. 
12の a-gと対応している．すべての値はmean ± SE で示している (i-1s: N = 12，n = 20，
i-3s: N = 7，n = 15)．N =動物の数．n =測定した筋線維の数． 
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Fig. 14低 pH溶液注入による pHi観察の妥当性の検証．(A) キャピラリーを挿入した時の挿
入線維とその周辺線維の 1200秒間の pHi動態．値はmean ± SEで示している (N = 2，n = 
3)．N = 動物の数，n = 筋線維数を示している．(B) i-3sにおける長軸方向の pHi動態の代
表例．写真中の黄色い丸は溶液注入部分を，黄色い四角は溶液注入線維を表しており，白
い四角は周辺線維を表している． 
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Fig. 15 pHi回復における炭酸脱水酵素 (CA) 及び膜輸送体阻害の効果．脊柱僧帽筋へ低 pHi
溶液を注入した時の i-3s，炭酸脱水素酵素 (CA)，Lactate/H+共輸送体 (MCT)，Na+/H+交換
輸送体 (NHE)，Na+/HCO3
-共輸送体，全膜輸送体 (All blockade) を阻害した時の pHi動態を
示している．pHiは初期値 (つまり-0.5 min) の値 (ΔpHi 0.00) からの変化を示している．左
上のグラフは，指数回帰モデルの概要を示している (pHi, intracellular pH; TD, time delay; τ, 
time constant, MRT; mean response time, TD + τ)．すべての値はmean ± SE で示している 
(i-3s: N = 7，n = 15，CA: N = 2，n = 8，MCT: N = 5，n = 9，NHE: N = 7，n = 11，NBC: N 
= 7，n = 9，All block: N = 7，n = 9)．N =動物の数．n =測定した筋線維の数．*P < 0.05は
i-3sと All blockadeの間の有意差を示している．  
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Fig. 16低 pH溶液注入及び，筋線維表面への負荷による各条件での pHi動態．(A) in vivo安
静時，周辺線維 (つまり，低 pH溶液注入線維に隣接している線維) と低 pH溶液を筋線
維に灌流した群の pHi経時変化．すべての値はmean ± SE で示している (in vivo: N = 7， 
i-1s: N = 12，n = 20，i-3s: N = 7，n = 15, Superfused fiber: N = 6，n = 60)．*P < 0.05は
Surrounding fiber (i-3s) と，#P < 0.05は低 pH灌流線維と Surrouinding fiber (i-1s) と間の
有意差を示している．(B) 各輸送体を阻害した状態での低 pH 溶液負荷時の pHi動態を示し
ている．すべての値はmean ± SEで示している (CONT: N = 6，MCT: N = 5，NHE: N = 5，
NBC: N = 6，All blockade: N = 3，TRPM7: N = 5)．*P < 0.05は CONT と NHE阻害群との
間の有意差を示しており，#P < 0.05はAll blockadeとCONTとの間の有意差を示している． 
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3. 4. 考察 
研究課題 1は，in vivo環境下においてmicroinjection法による単一筋線維への H+負荷
からの pHi回復に，3 つの膜輸送体 MCT，NHE，NBC が重要な役割を果たすことを示
した．主な知見として，初期の指数的に急速に回復する過程とその後の緩やかな過程の
二つの構成成分があることを明らかにした．急速な過程の動態と回復の振幅は，膜輸送
体機能に非依存的であり，HCO3
-やタンパク質による緩衝作用によるものだと考えられ
る．対照的に，緩やかな回復過程は，3つの膜輸送体すべてを阻害することにより抑制
された．興味深いことに，周辺線維において pHiの有意な減少が観察されている間， 隣
接線維による H+の取り込みは，アシドーシス線維からの H+放出による pHi及び血中 pH
の減少を軽減する可能性を示している．この知見は，C2C12 細胞株において，同じ筋
細胞においても，他の細胞より H+を受容する細胞が存在するという近年の報告 
(Schilling et al., 2014) とも一致する．全体を通して，これらの結果は，in vivo環境下
の骨格筋における細胞質－間質－血中の一連の H+輸送において，膜輸送体を介した細
胞質から間質への H+輸送が pHi恒常性に寄与することを明らかにした． 
 
筋細胞内アシドーシスからの pHi回復動態． 
急速な pHi回復過程において観察されないものの，緩やかな過程において観察される
All blockadeの特異的な効果を解析した動態は，以下の事を示している．1. 二つの pHi
回復動態が存在する．2. それらの過程は，異なる機構により調整されている．Table 1
に提示している pHi回復過程における 40-137 秒という時定数 (τ) は，急速な回復過程
は，5分以内に 83%以上完了しており，更なる pHi回復に寄与する可能性が少ないこと
を指し示している． 
上述のように，筋細胞 pHi恒常性は，HCO3
-や，カルノシンのような H+緩衝物質，ミ
トコンドリアによる H+利用，膜輸送体による細胞質外への H+放出による複合的な緩衝
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作用により制御されている (Tokuda et al., 2007)．Fig. 13に示すように，アシドーシス
からの pHi回復は，以前の単離したⅡ型肺胞細胞における in vitro研究 (Tokuda et al., 
2007) と同様に，二相 (急速増加とその後の緩やかな増加) から成っていた．また，
Leemと Vaughan-Jonesは，心筋における代謝的なアルカリ負荷からの pHi回復動態に
も二つの過程があることを報告している (Leem & Vaughan-Jones, 1998)． 
急速な回復過程：膜輸送体の薬理的阻害によって影響されない急速な pHi 回復過程は，
H+緩衝及び除去に膜輸送体以外の機構があることを意味している (Fig.15，Table 1)．
無機リン酸 (HPO4
2-) や重炭酸イオン (HCO3
-) といったアニオンと同様に細胞内区間
の H+緩衝を担うカルノシンの存在が知られている (Wilson et al., 1988; Artioli et al., 
2010; Danaher et al., 2014)．細胞質における炭酸脱水酵素 (CA) は，可逆的な化学反
応 (H2O + CO2 ↔ HCO3
- + H+) を急速に媒介する (Geers & Gros, 2000; Alvarez et al., 
2003)．本研究において，pHi回復過程における急速な過程において，CAを介した重炭
酸塩による緩衝が大きく関与していることが示された (Table 1)．また，カルノシン含
有量に関して，ラットの複合筋は，11-16 mM/kg dry weight と低濃度のカルノシンが含
まれていることが報告されている (Fuller et al., 1947)．馬中臀筋の Type I，Type IIa，
IIb線維の 54, 85, 180 mM/kg dry weight (Sewell et al., 1992) と比較すると低濃度では
ある．これは，血中乳酸濃度が 30 mMになうような 2-4分の運動において，莫大なエ
ネルギー消費と共に産生される H+の除去と関係している可能性が考えられる (Poole & 
Erickson, 2011)．緩衝物質による H+除去の影響は，溶液注入後に観察される pHi回復の
時定数 (τ) により測定した． 
緩やかな回復過程：Fig. 15 に示すように，3 つの膜輸送体 (MCT，NHE，NBC) への
同時の薬理学的阻害は，5-20分の pHi回復を完全に抑制した．その一方で一つの膜輸送
体阻害では緩衝能力の有意な減少は観察されなかった．これらの結果は，いくつかの輸
送体が協力して細胞内 H+除去を行い，ある特定の輸送体が必要不可欠ではないことを
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示している．著者の知る限りでは，in vivo環境下において膜輸送体間での H+除去を補
償していることを示した最初の知見である．さらに，この知見は，ラットⅡ型肺胞細胞
において，NHE及び NBCの阻害により，NH4
+パルス除去後の緩やかな pHi回復を抑制
したことを実証した先行研究 (Murao et al., 2005; Tokuda et al., 2007) と一致する．
NHEと NBCが阻害されるような，Na+が含まれていない in vitro条件においても，pHi
回復が抑制された (Tokuda et al., 2007)． 
 Salameh et al. (2014) は，酸負荷後に，酸に対する耐性及び感受性が酸性側に移行す
ることを示唆している．従って，本研究において低 pH 溶液負荷後に pHi制御機構のバ
ランスが酸性側に移行したために安静時まで回復しなかったと考えられる．実際，安静
時の pHiである pH 7.2の溶液を筋内に注入した後では安静状態に pHiが戻ること (7.21 
± 0.04, after 20 min) を確認している． 
In vivo 環境下における本研究及び，in vitro 環境下での先行研究は，NHE 経由の H+
放出及び，NBC 経由の HCO3
-流入による調節は，この過程において観察される緩やか
な pHi回復の主要因であることを証明している．膜輸送体阻害による pHi回復の完全な
遮断は，ミトコンドリアによる H+除去の寄与は，それらの条件下では少なかった可能
性を示唆している．しかしながら，乳酸アシドーシスを伴う激しい収縮及び運動による
pHiの低下時において，MCT は H
+放出に大きく貢献することが考えられるものの，実
験的には確かめられていないままである． 
 
隣接筋線維のアシドーシス化  
 pHi恒常性は，細胞質 H
+緩衝，ミトコンドリアによる H+利用，共同で機能する膜輸
送体による H+放出を含めたいくつかのシステムによって成り立っている．これらのシ
ステムの解明は，単離した筋線維を用いた in vitro環境下の実験手法により広く取り組
まれてきた．本研究で用いた in vivo環境下でのリアルタイム評価は，pHi恒常性機構の
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基盤を解明し，主な H+除去システムの関与や相互作用を決定するために必要である．
興味深いことに，pHi の有意な減少は，溶液注入線維のみでなく周辺筋線維においても
観察された．Fig. 16に記載してあるように，筋表面への直接的な滴下による H+負荷線
維の pHi減少は，溶液注入線維に隣接する筋線維の pHi低下よりも早く生じた．3 秒間
の溶液注入プロトコルに限られたこの現象は，細胞外溶液の pHが大きく低下したため
に，溶液注入線維以外の筋線維へ H+が流入したことを意味している． 
乳酸は，筋線維によって取り込まれ，クエン酸サイクルにより代謝されるということ
が放射線標識された乳酸により実証される前は，最終代謝産物として考えられてきた 
(Brooks & Gaesser, 1980)．したがって，すでに知られており (Salameh et al., 2014)，
明白であるように，ミトコンドリアでのエネルギー産生のために，H+は膜輸送体 (例え
ば，MCT1) を介して細胞外から取り込まれる可能性が考えられる．さらに，筋線維タ
イプにより，H+が優先的に細胞内から放出されるか，もしくは細胞内へ取り込まれるこ
とが考えられているにもかかわらず，この可能性は未だに実証されないままである．し
かしながら，膜輸送体の活性が線維タイプ特異的であるかに関わらず，細胞内への H+
の取り込みは，特に高強度運動中の間質と血管区画において，緩衝されなければならな
い H+負荷を軽減させることを示している (Street et al., 2001)．興味深いことに，
Salamehらのデータは，H+負荷を受けた筋において，本研究で検証した膜輸送体 (MCT，
NHE，NBC) とは別の H+流入を促進させるイオンチャネルの存在を示唆している 
(Salameh et al., 2014)．しかしながら，この作用をもたらす分子機構は未だ検証されて
いない． 
 そこで本研究は，H+取り込みに関与し，骨格筋に発現していると考えられる MCT1
と TRPM7 (Gailly, 2012) に着目した．H+取り込みに関する膜輸送体と仮定した MCT 阻
害群と TRPM7群は CONT 群と比較して有意な差は観察されず，pHiの低下は抑制され
なかった．原因として，今回の溶液には乳酸は負荷されておらず，Lactateと同時に H+
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を流入させるMCT1は関与していないと考えられる．また，TRPM7は，細胞外 pHの
度合いにより活性具合が異なることが報告されており (Jiang et al., 2005)，活性が最大
になるのは，pH 4.0程度であるため (Jiang et al., 2005)，今回の pH 6.5では十分な活
性が行われず，TRPM7 の関与が観察されなかったと考えられる．以上の事から，本実
験で注入した低 pH 溶液から仮定した pH 6.5 の細胞外環境下による pHiの低下には，
MCT1及び TRPM7の関与は低かったことが示された．H+取り込みに関与している膜輸
送体及び，異なる状況 (運動後や pH 6.5よりも低い pH) における関与を検証するため
に，さらなる研究が必要であると考えられる． 
 
方法論的な考察 
 本研究において，生理的な骨格筋微小循環が整っているとみなすためには，実験期間
において動静脈及び毛細血管内に赤血球がくまなく流れていることが重要である 
(Bailey et al., 2000; Poole et al., 2013)．持続的な血流が十分でない場合には pHi恒常性
は保たれず，虚血やその結果として生じる細胞内低酸素状態は，代謝性アシドーシスを
生じさせる (Hepple, 2002; Juel, 2007; Marcinek et al., 2010)．この状況は，非生理学的
な高いO2分圧を導入するような過剰な酸素ガスを in vitro環境下の組織に晒すことによ
って補正することはできない．したがって，生理的環境に近い状態において pHi維持の
ための恒常性機構を解明することが必要である．本研究で使用している脊柱僧帽筋の in 
vivoモデルにおいて少なくとも 90分間はCa2+恒常性が維持されていることが以前に観
察されている (Sonobe et al., 2008; Eshima et al., 2013)．この知見に沿うように，本研
究において pHiは in vivo環境下でのデータ収集のために要した 20分間を通してコント
ロール値 (つまり，初期値) 近くを維持し続けた (Fig. 11)．それとは対照的に，in vitro 
(完全なる虚血) 状態 (Fig. 2) では，10分以内で pHiが有意に減少し，その後 20分間で
さらに減少した．この知見は，マウス後肢における 20 分間の虚血の間に 7.0 から 6.7
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へ pHiが低下することを
31P-NMRの計算によって示したMarcinekらの報告 (Marcinek 
et al., 2010) と一致している．以上のことから，本実験で用いた実験系は血流や膜輸送
体の機能が維持された in vivo環境下であり，pHiの減少に手法的な影響はないと考えら
れる． 
 先行研究において，本研究で検証した 3つの膜輸送体は哺乳類の骨格筋細胞内 pH調
節に重要な役割を果たすことが示されている．少なくとも本研究で検証した H+負荷に
おいて，3 つの膜輸送体すべてを阻害した場合に観察された pHiの回復の抑制は，必ず
しもどれか一つの膜輸送体だけがpHi回復において重要な役割を占めているわけではな
いことを本研究のデータは示している．これは，細胞内の H+輸送において 3 つの膜輸
送体以外の機構がないことを示しているわけではない．例えば，Salameh et al. (2014) 
は， H+チャネル (Hv1チャネル) による H+放出の可能性を示唆している．しかしなが
ら，我々は，NHE，NBC，MCT の全ての輸送体を阻害している時，5-20分間で pHiの
回復が観察されなかったことを示している (Fig. 15)． 
今まで，単一筋線維レベルでの溶液注入は， Blaauw et al. (2012) が in vitro環境下
で行っており，近年では Eshima et al. (2013) が in vivo環境下での Ca2+動態の変化を
観察している．今回，本研究ではmicroinjection法を用いた in vivo環境下での pHi動態
を観察することに成功した．従来の NH4
+プレパルス法 (Frelin et al., 1988) などを用い
た pHi動態の観察では，筋全体を低 pH 状態にしてしまい，筋線維タイプによる動態の
違いや，筋線維同士の相互作用を観察することは難しかった．そこで，本研究では
microinjection を用いて筋線維一本のみを低 pH 状態にすることによりこの問題を解決
することができると考えた． 
 筋線維一本に 1 秒間低 pH 溶液を注入した場合，注入した筋線維において有意な pHi
の低下が観察された．また，この時周辺の線維に変化はなく，pHiは一定に保たれてい
た (Fig. 16)．このことから，正確に一本の筋線維に溶液が注入できていたことを示さ
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れた．また，溶液を注入するにあたり考慮すべき点は，溶液注入による筋線維内環境の
変化である．本研究で用いた溶液は単一筋線維による先行研究 (Vaughan-Jones et al., 
2002) を参考に筋細胞内におけるイオン組成に近づけているため，細胞内器官への影響
は少ないと考えられる．また，キャピラリーの挿入だけでは pHiに有意な変化はなかっ
たことから，キャピラリー挿入による細胞への影響 (損傷) もなかったと考えられる 
(Fig. 14)．以上のことから，本研究において，低 pH溶液注入による pHiの変化は低 pH
負荷による細胞内の恒常性を示していると考えられる． 
 
まとめと展望 
 循環を維持した in vivoバイオイメージングモデルを用いて，本研究は、microinjection
法を用いて単一線維に H+を負荷することによって，pHi恒常性を検証した．本研究は，
いくつかの異なる動態をもとに，指数的な pHi回復動態を明らかにした．初期の急速な
過程は，3 つの主な H+膜輸送体 (MCT，NHE，NBC) の阻害後においても変化はなか
ったことから，膜輸送体を介した H+放出には依存的ではない．これは，この過程にお
いて筋細胞における HCO3
-やカルノシン，いくらかのミトコンドリア使用により H+緩
衝及び除去が主に行われている可能性を示唆している．このうち，HCO3
-がラット脊柱
僧帽筋の急速な pHi 回復の重要な構成要素であることを我々は証明した．その一方で，
pHi の緩やかな回復過程は，MCT，NHE，NBC の各々の阻害では抑制されなかったも
のの，すべての膜輸送体の阻害により抑制された．H+が隣接する筋線維によって間質区
画から取り除かれることは，間質や血中区画内で細胞内アシドーシスの結果として生じ
る pH の律速による H+負荷の分配において重要な役割を果たすことを示唆しているこ
とも本研究は示した．この振る舞いは，近年報告された H+流入 (Salameh et al., 2014) 
によって裏付けられる H+チャネルの作用に随伴するかもしれない．しかしながら，本
研究において H+チャネルの分子機構を明らかにすることはできなかった．本研究は，
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この循環が維持されたモデル (Fig. 17) は，生理的な条件に近い環境下の pHi動態にお
ける H+の実験的で生理的な動態を検証するための独自の機会を提供するものであると
主張する． 
 
3. 5. 要約  
研究課題 1では，in vivoバイオイメージングモデルと microinjection技法を用いて筋
線維へ低 pH 溶液負荷することにより，pHi回復動態と回復に伴う隣接筋線維への影響
を検証し，pHi 恒常性の経路を解明することを目的とした．まず，本研究のモデルであ
る in vivo バイオイメージングモデルは生体恒常性が維持されていることが示された 
(実験 1)．そして，in vivoバイオイメージングとmicroinjectionを組み合わせることで，
低 pH溶液負荷により，注入直後から 5分までの急速な pHi回復とその後の緩やかな回
復の 2つの回復段階があることを示した．さらに，3秒間の溶液注入プロトコルにおい
て，周辺線維の pHiの低下が観察された (実験 2)．また，阻害剤を用いることで，溶液
注入によって観察されたpHi回復過程の速い回復では主に細胞内緩衝物質であるHCO3
-
による H+の緩衝が行われている可能性が示唆された．そして，遅い回復では 3 つの膜
輸送体 (MCT，NHE，NBC) すべてを同時に薬理阻害することにより回復が抑制された
ことから，主に膜輸送体が関与している可能性が示唆された (実験 3)．さらに，周辺線
維における H+の取り込みには，MCT1 や TRPM7 ではなく他の膜輸送体が関与してい
る可能性が示された (実験 4)． 
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Fig. 17低 pH状態時からの細胞内 pH (pHi) の回復機構．Na
+
/H
+交換輸送体 (NHE)，Lac-/H+
共輸送体(MCT1, 2, 4)，Na+/HCO3
-
-共輸送体 (NBC)，炭酸脱水酵素 (CAⅡ, Ⅲ, Ⅳ, ⅩⅣ)．
代謝 (ATPの加水分解) により細胞内に H+が蓄積し，pHiが低下した時，以下の経路により
pHiは回復する：①細胞内アニオン (HPO4
2-や HCO3
-
) による H+の中和．②細胞膜上やミト
コンドリア膜上に存在する膜輸送体 (NHE, MCT, NBC) による細胞質外への H+の放出及び
細胞内への緩衝剤 (HCO3
-
) の補充．また，間質へ放出された H+は以下の経路により間質か
ら除去されることで，細胞内外環境の恒常性は維持される：③間質内アニオン (HCO3
-
) に
よる H+の中和及び，血液中への H+の放出 (Aoi & Marunaka, 2014)．④MCT1 (乳酸が間質
中に存在する場合)，TRPM7 (pH 5.0以下) 及び，膜輸送体 X (乳酸が間質中に存在しない場
合) による細胞内への H+の取り込み (Schilling et al., 2014)． 
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第 4章 連続的な筋収縮による筋疲労時の筋細胞内 pH動態
の評価 
 
4. 1. 背景と目的 
 運動時の筋の乳酸蓄積は，1920 年代より細胞内アシドーシスの原因とされ，筋疲労
の主な要因の一つとして考えられてきた (Robergs et al., 2004)．乳酸は，解離定数 
(pKa) が 3.87 であるため，生体内の pH 環境では，ほぼ完全に乳酸と等量の H+に解離
している (Robergs et al., 2004)．これまで，高強度運動によって産生される多量の乳
酸が pHi を低下させ，筋疲労を引き起こすと考えられてきた (Sahlin et al., 1976; 
Metzger & Fitts, 1987)．また，Karlssonらは，ヒトを対象に異なる運動強度を負荷した
実験において，疲労した筋では乳酸レベルが高いことを報告している (Karlsson et al., 
1975)． 
しかしながら，近年，解糖系において産生される乳酸は，乳酸塩 (Lactate) として産
生するため，H+を発生させないことが指摘されている (Robergs et al., 2004; Ipata & 
Balestri, 2012)．また，乳酸により筋発揮張力が回復したという報告がある (Dutka & 
Lamb, 2000; Posterino et al., 2001; Robergs et al., 2004)．例えば，単収縮や強縮性の
張力発揮において，細胞質に高濃度 (30 mM) の乳酸が存在しても，張力には影響しな
いことが報告されている (Dutka & Lamb, 2000; Posterino et al., 2001)．さらに，乳酸
は酸化的リン酸化のエネルギー基質であるため，細胞内乳酸の蓄積自体は，筋疲労の主
な原因ではなくむしろ筋を疲労させにくくしていると考えられる (Robergs et al., 
2004)．このことから，筋発揮張力の低下は、筋細胞内乳酸濃度 ([lactate]i) の上昇では
なく，筋収縮の過程における ATPの加水分解 (ATP + H2O → ADP + Pi + H
+) や，解
糖系 (Glucose + 2 ADP + 2 Pi + 2 NAD
+ → 2 Pyruvate + 2 ATP + 2 NADH + 2 H2O + 2 
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H+) によって産生される H+による pHiの低下が関与していると考えられる． 
 これまで，発揮張力の低下 (筋疲労) と pHi変化との関係が多くの研究によって明ら
かにされてきた．低 pHiは筋収縮の様々な段階を阻害することが指摘されている．例え
ば，Rousseau & Pinkosは，pH 7.4から pH 6.8 もしくは 6.6に低下させた状態におい
て，リアノジン受容体 (RyR) の開口確率が減少し，コンダクタンスが 27%縮小したこ
とから，H+は RyRに直接作用し，筋小胞体 (SR) からの Ca2+放出を低下させると示唆
している (Rousseau & Pinkos, 1990)．筋原線維では，H+と Ca2+が競合することによっ
てトロポニン Cへの Ca2+感受性が減少する．Longyear et al. (2014) は，pH 7.4から
pH 6.5 に pH を低下させたとき，最大半活性に必要なカルシウム (pCa50) が 6.71 ± 
0.07から 4.55 ± 0.24まで有意に低下したと示している．このことから，H+のトロポニ
ンCの阻害により，アクチンとミオシンの架橋形成が減弱する (Donaldson et al., 1978; 
Fabiato & Fabiato, 1978; Baker et al., 1995)．また，pH 7.4から pH 6.4まで pHiを低下
させた時，ATPの比率が低下し (Cooke et al., 1988)，アクチンの移動速度も 36%低下
することが示された (Debold et al., 2008)．さらに， SRの Ca2+ポンプ活性が低 pH状
態では制限されるため，弛緩作用に必要な SR への Ca2+取り込みが遅延する (Allen et 
al., 2008)．このように収縮と弛緩を制御する Ca2+の放出・取込サイクルの機能が低下
する．さらに，低 pHi状態はエネルギー供給システムに影響する．例えば，解糖系の律
速酵素であるホスホフルクトキナーゼ (PFK) 活性は，乳酸存在下の低 pHi状態で活性
が低下することが報告されている (Costa Leite et al., 2007)．このように，低 pHi状態
は収縮機構や酵素活性に影響する要因であると考えられる． 
 pHi の低下と筋発揮張力の関係には，実験環境が影響すると考えられる．例えば，
Metzger & Fitts (1987) は，pHiの低下と筋発揮張力に比例関係があることを報告してい
る．この報告における実験条件は，25℃の in vitro環境下であり，in vivo環境の生理的
な温度 (37℃) よりも低い．Westerblad らは (1997)，単離した単一筋線維において
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7.17 から 6.67 に pHiを減少させた時，低温環境 (12℃もしくは 22℃) において，最大
の強縮性張力の減少 (約 25%もしくは 15%) が観察されたものの，32℃条件での張力
低下は少ない (約 10%) ことを報告している．また，最大筋収縮速度の緩徐化も 32℃
では起こらないと報告している (Westerblad et al., 1997)． 同様に，37℃での in vivo
のネコのヒラメ筋と上腕二頭筋において，高炭酸ガスにより pHiを 7.1 から 6.3 に減少
させた時の最大の強縮性発揮張力の減少は約 10%であることが示されている (Adams 
et al., 1991)．以上のことから，pHiと筋発揮張力の関係は温度により直接的に影響を受
けると考えられる．そのため，生理的な温度において，pHiの低下と筋発揮張力の関係
性を検証することが重要である． 
 ヒトを対象とした生理的な環境下での実験において，pHiと筋発揮張力の関係性が検
証されてきた．Sahin ら (1976) は，運動後の筋生検から得られた筋の pHiは 6.6 まで
減少していると報告している一方で，Bangsboら (Bangsbo et al., 1996) は pHiの低下
は 6.9であったと報告している．また，NMRを用いた実験においては，筋疲労時の pHi
が 6.7 (Jones et al., 2009) から 6.9付近 (Hogan et al., 1999) であることが報告されて
おり，必ずしも筋疲労時の低 pHi状態は観察されていない． 
 pHi 恒常性は細胞内の制御機構に加え，間質や血液などの細胞外環境も大きく影響す
る．そのため，pHi と筋発揮張力の関係を明らかにするためには，細胞外の生理的環境
を維持した上で，pHi動態を観察する必要がある．そこで，本研究では，Sonobe et al. 
(2008) や Eshima et al. (2013) によって考案された in vivoバイオイメージングモデル
を用いて，生理的環境下での pHiと筋発揮張力の関係性を検証することを試みた．具体
的には，in vivoバイオイメージング法を応用したラット脊柱僧帽筋における筋収縮モデ
ルを用いて，連続的な等尺性 (ISO) 収縮負荷時の pHi 動態を観察し，筋発揮張力の低
下と pHiとの関係性を明らかにすること (実験 5)，ならびに ISO 収縮負荷時の pHi制御
における膜輸送体の役割を解明すること (実験 6) を目的とした． 
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4. 2. 方法 
4. 2. 1. 被験動物 
 本研究では，雄性のWistar系ラット (日本 SLC)，体重 235-391 g，9-14週齢を用い
た．全てのラットは室温24℃で12時間の明暗のサイクルに管理された飼育室において，
餌と水をそれぞれ自由に摂取できる状態で飼育した．全ての実験は，電気通信大学実験
委員会の承認を得たものであり，本学動物実験等規程に従って行われた． 
 
4. 2. 2. 外科的処置 
 本実験では，ラット脊柱僧帽筋を対象とした．研究課題 1と同様に，麻酔下で右脊柱
僧帽筋を剥離し，剥離した筋は馬蹄型の針金のリングに筋長を維持するように縫合糸 
(Sigma) で固定した．その後，BCECF-AM を負荷した．負荷終了後，筋収縮刺激のた
めに，筋の両端に銅製の電極を結びつけ，電気刺激装置 (3F46，NEC 三栄) に接続し
た (Fig. 18)．筋の発揮張力を測定するため筋の遠位側の端を運動負荷装置 (RU-72型，
NECメディカルシステムズ) にワイヤーで結びつけた． 
 
4. 2. 3. 膜輸送体の阻害 
 研究課題 2においても，研究課題 1と同様に，膜輸送体 (MCT, NHE, NBC) を阻害
するために，CHCA, EIPA, DIDSをそれぞれ 4 mM，1 mM，0.5 mMになるように調整
し，使用した． 
 
4. 2. 4. in vivoバイオイメージング観察 
 Fig. 18に実験の模式図を示した．BCECF-AMを負荷した筋は，37℃のガラスホット
プレート上に静置した．落射型顕微鏡 (FN-1，Nikon)，10倍対物レンズ (Plan Fluor 10×，
Nikon) を用いて血流の有無，組織の状態を観察し，血流のない部分や剥離によって傷
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ついた組織の領域などは対象外とした． 
実験 5では，明視野，蛍光画像の取得には高感度 CCDデジタルカメラ (ORCA-Flash 
2.8，HAMAMATU) を用い，画像取得ソフトは HC Image (HAMAMATU) 及び，
NIS-Elementsを用いた．NIS-Elementsにおいては，研究課題 1と同様に，明視野画像，
蛍光画像の取得・解析を行った．HC Imageにおいて画像は，解像度 960 px × 720 px，
16 bit の TIFF イメージの状態で取得した．明視野画像は自動露光で画像を取得した．
蛍光観察の光源にはキセノンランプを使用し，445 nm と，500 nm のフィルターによ
って 2種類の励起光を得た． 
観察部位は，筋線維を認識でき，蛍光強度が十分である部位を対象とし，明視野の画
像を取得した．明視野画像を取得した後，手動で蛍光フィルタブロックを切り替えるこ
とにより，445 nm，500 nm励起による 535 nmの蛍光画像を取得した．実験中はこれ
らの 2枚の画像を一組として経時的に画像を取得した．取得した画像は，画像解析ソフ
ト Image J (National Institutes of Health，USA) を用いて 500 nm励起時の蛍光画像か
ら 445 nm 励起時の蛍光画像を除算処理 (image calculator-divide modeを使用)，32 bit
のレシオ画像へと変換した  (F500/F445：R)．レシオ画像は Image J にて数値化 
(analyze-measure) し，初期値 (R0) からの変化率を pHiの変化 (R/R0) として表した．
レシオ画像の明るさにより H+濃度の変化を判断した． 
実験 6では，研究課題 1と同様に NIS-Elementsを用いて，明視野画像，蛍光画像の
取得，解析を行った． 
 
4. 2. 4. 実験プロトコル 
実験 5：連続的な等尺性収縮負荷による pHi動態の観察 
  本実験では，等尺性 (ISO) 収縮負荷実験 (N = 12) を行った．収縮刺激装置により，
実験開始前に，段階的に刺激電圧を上げ，最大発揮張力を記録した 4~10 Vの刺激条件
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を収縮負荷実験に用いた．収縮刺激は，100Hz，4 msの矩形波で刺激持続時間 0.7 sec
の ISO強縮刺激を 3秒に 1回の頻度で負荷し，50回 (2.5 min) を 1セットとしてこれ
を 5分間の安静期間をおいて 10 セット行った．蛍光画像は，収縮負荷直前に pre 値を
取得し，その後，収縮負荷のセット終了直後にそれぞれ撮影を行った (Fig. 19-a)．実験
中，筋の乾燥を防ぐために，適宜 KHB溶液を付加し保湿をした． 
 
実験 6：連続的な等尺性収縮負荷時の pHi制御における膜輸送体の役割 
膜輸送体の阻害下で実験 5 と同様の ISO 収縮負荷を行った．本実験では，収縮負荷
のみの CONT，膜輸送体を阻害した MCT 阻害群 (MCT，N = 6)，NHE阻害群 (NHE，
N = 6)，NBC阻害群 (NBC，N = 6)，MCT & NHE阻害群 (MCT & NHE，N = 6)，MCT 
& NBC阻害群 (MCT & NBC，N = 6)，NHE & NBC阻害群 (NHE & NBC，N = 6)，全膜
輸送体 (MCT，NHE，NBC) 阻害群 (All blockade，N = 6) にグループ分けした．蛍光
画像の取得は，阻害剤負荷直前に pre値を取得した．その後，阻害剤負荷の 5分後に画
像を撮影し，実験 5と同様に収縮負荷のセット終了直後にそれぞれ撮影を行った．それ
ぞれの阻害剤は KHB 溶液に含ませ，実験を通して適宜負荷することで阻害を行った 
(Fig. 19-b)． 
 
4. 2. 5. 張力測定 
  上記のそれぞれの刺激負荷時における発揮張力は，運動装置のひずみ計を介したコン
ピューター (Power Book，Dell) と解析装置 (Mac Lab/8c，AD Instruments Pty. Ltd.) に
おいてモニターし，解析ソフト (Chart 5，AD Instruments Pty. Ltd.) を用いて定量した．
筋疲労の指標として，50 回の収縮のうちの刺激終了前の 5 回の張力を平均 (T) し，1
セットの 50 回の収縮のうちの刺激開始後の 5 回の平均 (T0) からの変化を相対値化し
てグラフ化した． 
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4. 2. 6. in vivo環境での pHi較正 
In vivo 環境における細胞内 pH 較正は， 研究課題 1 と同様に Westerblad & Allen 
(1992) の方法を元に Nigericinを含んだ pH 6.5，7.0，7.2，7.4の K+較正溶液を筋線維
表面へ負荷することで実施した (N = 7)．較正溶液 (130 mM KCl，1 mM Dextrose，1 mM 
MgCl2，10 mM KOH，1 mM EGTA，20 μM Nigericin，15 mM BDM，10 mM HEPES or 
15 mM PIPES) は HClもしくは KOHの添加により pH 6.5 ~ 7.4に調節した．筋表面へ
それぞれの較正溶液を負荷し，5~20 分後の蛍光比率を各 pH の値とした．回帰直線式
は，R/R0 = 0.4557 pH - 2.320 (r
2 = 0.92，P < 0.01) である． 
 
4. 2. 7. 統計処理 
 本実験における統計量は，平均値 ± 標準誤差 (SE) として示した．統計処理はすべ
て Prism ver.6 (GraphPad Software) を用いて行った．繰り返しのある二元配置の分散
分析を行い，有意性が示された時に Bonferroni の多重比較検定をおこない，5%未満の
危険率を有意水準とした． 
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Fig. 18 in vivoバイオイメージングを用いた筋収縮モデル 
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Fig. 19 ISO 収縮負荷実験のデータ取得プロトコル．蛍光画像を収縮負荷直前 (pre) に取
得し，その後，収縮負荷のセット終了直後にそれぞれ画像を取得した (a)．阻害剤負荷実験
において，pre画像を取得後，膜輸送体阻害剤を 5分間負荷した．5分後，蛍光画像を取得
し，その後，収縮負荷のセット終了直後にそれぞれ取得した．膜輸送体阻害剤は，プロト
コルを通し断続的に負荷した (b)． 
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4. 3. 結果 
実験 5 
 実験 5 では，筋収縮モデルを用いて，連続的な等尺性 (ISO) 収縮負荷時の pHi動態
を及び筋発揮張力を観察した．Fig. 20Aは，ISO収縮負荷をした時の pHiの相対値変化
を示したものである．pHi は張力とは対照的に，3 set 目までほとんど変化しなかった 
(7.25 ± 0.05)．その後，5 set目以降から有意な pHi低下が観察された (6.88 ± 0.10，after 
10 set)．Fig. 20Bは，ISO収縮を負荷した時の筋発揮張力を ISO収縮負荷前に測定し
た最大張力 (T0) からの相対値で示した張力動態である．張力発揮は，1 set目から有意
な低下が観察された (0.64 ± 0.02，*P < 0.05)．1 set目から 4 set目まで急激に低下し 
(0.51 ± 0.04，4 set)，その後 10 setまで緩やかに低下した (0.45 ± 0.05，10 set)． Fig. 
21は，横軸に張力の相対値変化を，縦軸に pHi変化を示したものである．3 set目 (T/T0 
= 0.57 ± 0.02) までは，pHiの変化なしに張力が低下する動態が観察された．その後，4 
set 目以降において pHiの低下を伴い筋発揮張力が低下する動態が観察され，有意な相
関関係が得られた (r = 0.94，P < 0.01)． 
 
実験 6 
 実験 6では，ISO 収縮負荷時の pHi制御における膜輸送体の役割を検討した．Fig. 22A
は膜輸送体 (MCT，NHE，NBC) 単体を阻害し，ISO収縮を負荷した時の pHi動態を示
している．CONT 群と比較して，NHE群と NBC群において収縮開始前から pHiの有意
な低下が観察され (NHE: 6.92 ± 0.07，#P < 0.05 vs. CONT，NBC: 6.94 ± 0.10，†P < 0.05 
vs. CONT)，10 set後まで pHiは緩やかに減少した (NHE: 6.18 ± 0.11，NBC: 6.63 ± 0.17)．
その一方で，MCT においても阻害剤負荷後に 7.08 ± 0.02まで pHiの低下が観察された
ものの，ISO収縮負荷後，pHiはほぼ一定を保っていた (6.94 ± 0.07, after 10 set)．pHi
の低下とともに，NHE群，NBC群共にCONT群と比較して筋発揮張力が有意に低下し，
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set間での回復が有意に阻害された (Fig. 22B)． 
 Fig. 23A は膜輸送体を複数阻害し，ISO 収縮を負荷した時の pHi動態を示している．
ISO収縮負荷時後，CONT 群と比較し NHE & NBC群では 10 set 目まで有意な pHiの低
下が観察された (6.31 ± 0.18，after 10 set，†P < 0.05 vs. CONT)．All blockade群では
CONT群と比較して4 set目まで有意なpHiの低下が観察され (6.78 ± 0.11，
¶P < 0.05 vs. 
CONT)，その後も緩やかに pHiが低下した (6.56 ± 0.25，after 10 set)．MCT & NHE阻
害群，MCT & NBC阻害群では 10 setかけて pHiが緩やかなに低下した (MCT & NHE: 
6.71 ± 0.18，MCT & NBC: 6.82 ± 0.07，after 10 set)．筋発揮張力は，すべての群で CONT
と比較して有意に低下し，set間の回復も有意に抑制された (Fig 23B)． 
 Fig. 24は膜輸送体負荷時の pHi変化と筋発揮張力変化の相関関係を示している．MCT
阻害群は，pHiの低下を伴わない筋発揮張力の低下が 5 set目 (T/T0 = 0.44 ± 0.03) まで
続いた．その後，pHiの低下を伴い筋発揮張力が低下する動態が観察された．また，NHE
阻害群，NBC 阻害群では，pHiの維持局面は観察されず，pHiと共に張力が低下してい
く過程のみが観察された (NHE: P < 0.05，NBC: P < 0.05) (Fig. 24A)．複数の膜輸送体
を阻害した群においても，すべての群において pHiの維持局面が観察されず，pHiと共
に張力が低下していく過程のみが観察された (MCT & NHE: P < 0.05，MCT & NBC: P < 
0.01，NHE & NBC: P < 0.01，All blockade: P < 0.05) (Fig. 24B)．また，pHiと共に張力
が低下していく過程において，NHEが阻害されている群 (NHE，MCT & NHE，NHE & 
NBC，All blockade) において，pHiが 6.6以下もしくは T/T0 = 0.3以下の時に pHiがよ
り低下する傾向が観察された (Fig. 24)． 
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Fig. 20 等尺性 (ISO) 収縮を脊柱僧帽筋に負荷した時の pHi動態 (A) 及び，発揮張力変化 
(B)．(A) ISO収縮を負荷した時の pHiの絶対値を示している．ISO収縮を負荷して 5 set目
で pHiの有意な低下を観察した (*P < 0.05 vs. pre)． (B) ISO収縮を負荷した時の筋発揮張
力の相対値を示している．相対値は，各 set の 46-50 回目の平均値 (T) を収縮負荷前の最
大発揮張力値 (T0) で規格化 (T/T0) することで算出した．収縮負荷後の張力は 1 set目から
有意な低下を示した (*P < 0.05 vs. pre)．すべての値は，mean ± SEで示している (N = 12)． 
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Fig. 21 ISO収縮負荷を行った時の張力の相対値変化 (T/T0) と pHi相関関係．4 set目から
10 set目まで有意な相関関係が見られた (r = 0.94，P < 0.01)． 
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Fig. 22 膜輸送体 (MCT，NHE，NBC) 単体を阻害し，ISO収縮を負荷した時の pHi動態 (A) 
及び筋発揮張力変化 (B)．(A) 膜輸送体を阻害し，ISO 収縮を負荷した時の pHiの絶対値を
示している．NHE (#P < 0.05 vs. CONT) と NBC (†P < 0.05 vs. CONT) において pHiの有意
な低下が観察された．(B) 収縮負荷前の最大発揮張力を preとし，1，5，10 setの収縮 1-5
回及び 46-50回の平均の相対値をそれぞれ示した．NHE (#P < 0.05 vs. CONT) と NBC (†P < 
0.05 vs. CONT) において，5 set目以降張力の回復は有意に抑制された．MCT (*P < 0.05 vs. 
CONT) においても，10 set目で回復が有意に抑制された．すべての値は，mean ± SEで示
している (CONT: N = 12，MCT: N = 6，NHE: N = 6，NBC: N = 6)．  
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Fig. 23 膜輸送体を複数阻害し，ISO収縮を負荷した時の pHi動態 (A) 及び，筋発揮張力変
化 (B)．(A) ISO収縮負荷後，NHE & NBC群 (†P < 0.05) 及び，All blcokade群 (¶P < 0.05 vs. 
CONT) で有意な pHiの低下が観察された．(B) 収縮負荷前の最大発揮張力を pre とし，1，
5，10 setの収縮 1-5回及び 46-50回の平均の相対値をそれぞれ示した．すべての群におい
て，筋発揮張力の回復が有意に抑制された (MCT & NHE: *P < 0.05 vs. CONT，MCT & NBC: 
#
P < 0.05 vs. CONT，NHE & NBC: †P < 0.05，All blockade: ¶P < 0.05．すべての値は，mean 
± SEで示している (CONT: N = 12，MCT & NHE: N = 6，MCT & NBC: N = 6，NHE & NBC: 
N = 6，All blockade: N = 6)． 
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Fig. 24 膜輸送体を阻害し，ISO収縮負荷を行った時の張力の相対値変化 (T/T0) と pHiの相
関関係．(A) 膜輸送体 (MCT，NHE，NBC) 単体を阻害し，ISO収縮を負荷した時の張力の
相対値変化 (T/T0) と pHiの相関関係．すべての値は，mean ± SEで示している (CONT: N = 
12，MCT: N = 6，NHE: N = 6，NBC: N = 6)．(B) 膜輸送体を複数阻害し，ISO収縮を負荷
した時の相対値変化 (T/T0) と pHi の相関関係．すべての値は，mean ± SE で示している 
(MCT & NHE: N = 6，MCT & NBC: N = 6，NHE & NBC: N = 6，All blockade: N = 6)． 
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4. 4. 考察 
 研究課題 2では，筋収縮負荷による pHi低下と筋発揮張力の低下の関連性について検
討した．本研究により，連続的な筋収縮負荷において, pHi と筋発揮張力の低下には，
pHi の変化を伴わない筋発揮張力の低下と，pHi と共に筋発揮張力が低下する動態の二
つの構成成分があることを明らかにした．また，膜輸送体の阻害下で運動を負荷した場
合，MCT 単独阻害時以外は，pHiと共に筋発揮張力が低下する過程のみが観察された．
このことから，NHE 及び NBC による pHi制御が pHi維持局面において主に影響を及ぼ
すことが示唆された． 
 
連続的な ISO収縮負荷による pHiの低下と張力低下の関連性 
 本研究では，pHi の変化を伴わない筋発揮張力の低下と，pHi と共に筋発揮張力が低
下する動態の二つの構成成分があることが示された．本研究プロトコルでは，3 set目
まで pHiの維持局面が観察され，それ以降では pHiと共に筋発揮張力が低下する過程が
出現した．同様に，ヒトの前脛骨筋に収縮を負荷し，NMR により観察した実験におい
て，収縮中に筋発揮張力は低下するものの，細胞内 H+濃度 ([H+]i) は，低下する (つま
り，アルカローシスになる) 過程と，その後に上昇する (つまり，アシドーシスになる) 
過程があることを報告している (Jones et al., 2009)．また，Hogan ら (Hogan et al., 
1999) は，疲労困憊まで 2分おきに 1W 毎に作業負荷量を増やしたところ，pHiが上昇
する過程と pHiが低下する動態があることを報告している． 
pHi の変化を伴わない張力の低下過程：pHi の減少を伴わない張力の低下には，PCr 系
や ATPの分解によって生じた無機リン酸 (Pi) が関連していると考えられる．Nelson & 
Fittsは (Nelson & Fitts, 2014)，ラット単一筋線維を用いた実験において，30 mMの Pi
負荷により張力が有意に低下することを報告している．また，高濃度 Pi 負荷による筋
発揮張力の減少は，Piがアクチンとミオシンのクロスブリッジ形成に作用することによ
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り生じると示唆している (Nelson & Fitts, 2014)．また，先行研究は，Piが SRへ流入し
Ca2+と結合することでリン酸カルシウム (CaPi) となり SR内に沈澱し，遊離 Ca
2+濃度
が減少することで Ca2+流出が減少するため，張力が低下すると報告している (Allen et 
al., 2011)． 
pHi の減少を伴う筋発揮張力の低下過程：pHi の変化と共に筋発揮張力が低下していく
過程では，H+及び，Piが筋発揮張力の低下に大きく関与していると考えられる．H
+は，
トロポニン C (Tn C) の Ca2+結合部位に作用し，Ca2+結合を阻害するためにトロポニン
が構造変化できず，アクチンとミオシンの結合を阻害することが報告されている 
(Williams et al., 1975; Donaldson et al., 1978; Fabiato & Fabiato, 1978)．また，H+は Ca2+
の放出・取り込みを阻害する．RyR に作用することにより，Ca2+放出を抑制させ 
(Rousseau & Pinkos, 1990)，Ca2+-ATPaseと Ca2+の親和性を減少させることにより，
Ca2+の取り込み能力を減少させる (Allen et al., 2008)．さらに，クロスブリッジにおい
て，ATPの加水分解，ADPの放出段階において H+が影響を及ぼすため，収縮速度が低
下すると報告されている (Nelson & Fitts, 2014)．また，Nelson & Fitts (2014) は，pH 6.2 
+ 30 mM Piの負荷において，pH 6.2負荷及び，30 mM Pi負荷よりも筋発揮張力が低下
したと報告している (Nelson & Fitts, 2014)．そして，H+はエネルギー供給システムに
も影響を及ぼす．例えば，解糖系の律速酵素である PFK 活性は，乳酸存在下の低 pHi
状態において活性が低下する (Costa Leite et al., 2007)．このことから，pHiと共に筋発
揮張力が低下する過程での ATP供給に直接影響を及ぼす．以上のことから，pHiと共に
筋発揮張力が低下する過程では H+の蓄積による ATP供給，Ca2+の放出・取り込み及び
その阻害，H+と Pi の蓄積によるクロスブリッジへの影響と筋収縮過程の全てに影響を
及ぼすことにより，筋発揮張力の減少を引き起こしている． 
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連続的な ISO収縮負荷と pHiの低下の関連性 
 本研究において，連続的な ISO収縮負荷を行うことにより，前述したように pHiが維
持される過程及び，pHiが低下する過程が観察された．ISO収縮中には，ATPの加水分
解及び，解糖系の亢進により H+が生じる (Glucose → 2 Lactate + 2 H+)．これにより，
pHi が低下すると考えられている．しかしながら本研究では，pHi が維持される過程に
おいて ISO収縮を負荷したにも関わらず，pHiの低下が観察されなかった．それは，様々
な除去機能の影響が考えられる．まず，エネルギー供給系として PCr 系のエネルギー
供給過程中に H+が消費される (PCr + ADP + H+ → Cr + ATP) ことが考えられる．NMR
を用いたヒトの実験において，収縮負荷中の初期段階において pHiが維持もしくは，ア
ルカローシス化を引き起こすことが報告されている (Hogan et al., 1999; Jones et al., 
2009)．続いて考えられるのが，重炭酸イオンやカルノシンなどのジペプチドによる緩
衝作用である．βアラニンや重炭酸ナトリウムなどのサプリメントにより運動パフォー
マンスが向上することが多くの研究により報告されている (Lancha Junior et al., 2015)．
そして 3つ目が膜輸送体 (MCT，NHE，NBC) による H+の除去である．pHiが維持され
る過程では，①PCr 系エネルギー供給による H+の消費，②緩衝物質による H+の緩衝，
③膜輸送体による H+の除去の 3つの機構が機能しているために，pHiの低下が生じなか
ったと考えられる．③の膜輸送体による H+の除去を検証するために，実験 6 では，膜
輸送体を阻害し，ISO 収縮を負荷した．その結果，MCT 単独阻害群では，CONT と同
様に pHiが維持される過程が観察されたものの，NHE及び NBCを阻害した群では，pHi
の低下が抑制される現象は観察されなかった．このことから，pHiが維持される過程に
おいては，NHE及び NBCの関与が大きいことが考えられる． 
 pHiが維持される局面がある一方で，収縮負荷セットの後半 (5 set 目以降) では，す
べての群で pHiの低下とともに筋発揮張力が低下する動態が観察された (Fig. 24)．この
ことから，後半の set では，pHiが維持される局面において pHi恒常性に寄与していた
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①PCr系のエネルギー供給経路の枯渇，及び②緩衝物質の枯渇が急激な pHi低下をもた
らしたと考えられる． PCr 系のエネルギー供給は，運動初期に使用される．運動強度
によるものの，4分以内の連続収縮により，ほとんどの PCrは Crに変換される (Wilson 
et al., 1988; Jones et al., 2009)．そのため，セット後半では PCrが枯渇したと考えられ
る．  
先行研究では，収縮中の pHi 制御の大部分を MCT が担っていると報告されている 
(Juel, 1997)．また， Westerblad & Allen (1992) は，MCT の阻害により，収縮負荷に
より CONTと比較して pHiの低下及び筋発揮張力の低下が観察されたと報告している．
このことから，MCT が収縮時の pHi制御に重要であるとされている．しかしながら，
本研究ではMCTの単阻害において CONTと比較して有意な pHiの低下は観察されなか
った (Fig. 22)．また，CONT と比較し，pHiが維持される局面が 6 set目まで観察され
た．さらに，MCT が阻害された複数阻害条件 (MCT & NBC，MCT & NHE，All blockade) 
において，NHE & NBC 群と比較して pHiの低下が抑制される傾向が観察された (Fig. 
24B)．この原因として考えられるのは，ミトコンドリア MCT (mMCT) による乳酸の消
費である．細胞膜上の MCT が CHCA負荷により阻害されたため，細胞質中に蓄積され
た乳酸及び H+は，エネルギー源として酸化的リン酸化に必要なクエン酸サイクルに使
用されたと考えられる．しかしながら，本研究においてミトコンドリアの代謝を観察し
ていないため，さらなる検証が必要である．  
 
まとめと展望 
 血液循環を維持した in vivoバイオイメージングモデルを用いて，本研究では ISO収
縮負荷による pHi動態と筋発揮張力の低下の関係について検証した．本研究では，ISO
収縮負荷により，pHiが低下せずに筋発揮張力が低下する過程と pHiと共に筋発揮張力
が低下する過程の二つの過程があることを明らかにした．pHi が維持される局面では，
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NHE 及び，NBC の阻害により観察されなくなったことから，NHE 及び NBC による
H+除去機能が pHi維持に大きく関与していた可能性を示唆している．さらに，この過程
において MCT を阻害することにより，mMCT の働きがより促進され，pHiの低下が抑
制される可能性も示唆された．しかしながら，この考えを明確にするためにはミトコン
ドリア代謝などさらなる検証が必要である． 
pHiと共に筋発揮張力が低下する過程では，CONT 及びすべての膜輸送体阻害群で観
察された．以上のことから，pHiと共に筋発揮張力が低下する過程では，PCr 系エネル
ギー供給の停止及び，緩衝物質の枯渇により生じたと考えられる．さらなる研究として，
緩衝物質 (重炭酸ナトリウム，カルノシン) の事前投与により，pHi と共に筋発揮張力
が低下する過程が出現するポイントが左にシフトするのかを検証することにより，緩衝
物質の重要性が示せると考えている． 
 以上のことから，循環が維持されたモデルにおける収縮負荷実験は，生理的条件に近
い環境下での収縮負荷に対する pHi動態及び，筋発揮張力の低下 (疲労) の関係性を検
証するための新たな機会を提供するものである． 
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Fig. 25 収縮負荷時の pHi恒常性と筋発揮張力への代謝物の影響．Na
+
/H
+交換輸送体 (NHE)，
Lac
-
/H
+共輸送体(MCT1, 2, 4)，Na+/HCO3
-共輸送体 (NBC)．収縮による代謝 (ATPの分解及
び合成) により細胞内に H+が蓄積し，pHi が低下する．しかしながら，収縮負荷では，pHi
が維持される過程が存在し，この時 PCrによる ATPの合成，緩衝物質 (B: HCO3
-もしくは
カルノシン)，NHE及び NBCにより H+が除去される(黒実線及び黒点線)．また，pHiが維持
される過程での筋発揮張力の低下は，Piによる SR及び，アクチンとミオシンのクロスブリ
ッジ形成への影響によるものであると考えられる (赤点線) (Allen et al., 2011; Nelson & 
Fitts, 2014)．また，pHiが低下する過程では，pHiが維持される局面で H
+を除去していた機
構が破たんしたために，生じたと考えられる．さらに，pHiと共に筋発揮張力が低下する過
程での筋発揮張力の低下は，H+ + Piの蓄積による影響だと考えられる (赤実線及び赤点線) 
(Nelson & Fitts, 2014)． 
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4. 5. 要約 
 本研究は，筋収縮負荷による pHiと発揮張力の動態の関連性を明らかにすることを目
的として，ISO 収縮負荷時の pHiと発揮張力について検討した．その結果，pHiと発揮
張力の動態の関連性には，pHi の低下を伴わない張力低下の局面と，pHi 低下とともに
張力が低下する局面の二局面があることが示された (実験 5)．また，pHiが維持される
局面では，Piの蓄積により筋発揮張力が低下し，pHiと共に筋発揮張力が低下する過程
では，H+及びPiの両方の蓄積が筋発揮張力の低下に影響している可能性が示唆された．
さらに，pHiの維持に関与する膜輸送体を検証するため，膜輸送体の阻害下で ISO収縮
負荷をしたところ，NHE 及び NBC の阻害時において，pHiが維持される局面が消失し
たことから，pHiが維持される局面では，NHE・NBC による H
+の除去が pHi恒常性に
大きく関与していることが示唆された (実験 6)． 
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第 5章 討論 
 
本研究では，pHi動態を観察するためのモデルとして，先行研究 (Sonobe et al., 2008; 
Eshima et al., 2013) においてCa2+のリアルタイム観察に用いられた in vivoバイオイメ
ージングモデルを応用し，in vivo環境下での pHi動態を評価した．研究課題 1では，pHi
回復動態と回復に伴う隣接筋線維への影響を検証し，pHi恒常性の経路を解明するため，
in vivoバイオイメージングモデルとmicroinjection技法を用いた筋線維へ低 pH溶液負
荷実験を実施した．まず，in vivoバイオイメージングにおける pHi測定において pHi恒
常性が維持されているかを検証した．in vivo環境下において，観察期間中有意な変化は
観察されなかったものの，in vitro 環境下においては，10 分後から有意な pHiの低下が
観察された (Fig. 12)．この知見は，マウス後肢における 20分間の虚血の間に 7.0から
6.7 へ pHi が低下することを
31P-NMR の計算によって示した Marcinek らの報告 
(Marcinek et al., 2010) と一致している．本研究において，低 pH 溶液注入による pHi
の変化は低 pH負荷による細胞内の恒常性を示していると考えられる． 
実験 2，3，4 では，microinjection 法を用いることにより，低 pHi状態からの回復を
調節する機構を検証した．その結果，筋線維への低 pH溶液注入による回復は，急速な
回復過程 (0-5 分間) 及びその後の緩やかな回復過程 (5-20 分間) の二相から成ること
が示された (Fig. 13)．pHi回復機構に関与する膜輸送体を検証するために，膜輸送体を
阻害した条件で，低 pH 溶液注入実験をおこなった．この時，すべての群において pHi
低下の振幅が同程度であったことから，H+負荷量による違いはなかった (Table 1)．急
速な回復過程において，各輸送体の薬理学的阻害による影響は観察されなかったことか
ら (Fig. 15，Table 1)，膜輸送体以外の H+緩衝及び除去機構の存在が示唆された．無機
リン酸 (HPO4
2-) や重炭酸イオン (HCO3
-) といったアニオンと同様に細胞内区間の H+
緩衝を担うカルノシンの存在が知られている．初期の急速な回復過程においては，これ
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らの細胞内緩衝機構による回復が主要因であると考えられる．本実験において，HCO3
-
の反応を担う炭酸脱水酵素 (CA) の阻害剤を負荷したところ，初期回復における回復時
間の平均反応時間 (MRT) が CONTの約 2倍と有意に回復時間が遅延した (Table 1)．
その後の緩やかな過程において，3つの膜輸送体 (MCT，NHE，NBC) を同時に薬理的
に阻害することにより，5-20 分の pHi回復を完全に抑制した (Fig. 15)．ラットⅡ型肺
胞細胞において，NHE及び NBCの阻害により，NH4
+パルス除去後の緩やかな pHi回復
を抑制したことを実証した先行研究 (Murao et al., 2005; Tokuda et al., 2007) と一致す
る．このことから，in vivo環境下における本研究及び，in vitro環境下での先行研究は，
NHE経由の H+放出及び，NBC経由の HCO3
-流入による調節は，この過程において観察
される緩やかな pHi回復の主要因であること示している．以上のことから，in vivo環境
下における pHi回復過程には，緩衝物質による H
+の緩衝と膜輸送体を介した H+の放出
の 2つの別々の要因により成り立っていることが示された． 
Microinjection法による筋線維への低 pH溶液注入により，溶液注入線維のみではなく，
その周辺線維においても pHiの低下が観察された (Fig. 16)．この現象は，3秒間の溶液
注入プロトコルのみで観察され，pHiの低下は，筋表面への直接的な滴下による H
+負荷
と同等であった．乳酸は，筋線維によって取り込まれ，クエン酸サイクルにより代謝さ
れるということが放射線標識された乳酸により実証されている (Brooks & Gaesser, 
1980)．したがって，ミトコンドリアの消費のために，H+は膜輸送体を介して細胞外か
ら取り込まれる可能性が考えられる．また，異なる筋線維 (筋線維タイプ) では，H+が
優先的に細胞内から放出されるか，もしくは細胞内へ取り込まれることが考えられてい
る．さらに，膜輸送体の活性が線維タイプ選択的であるかに関わらず，この現象は，特
に高強度運動中の間質と血管区画において (Street et al., 2001)，緩衝される H+負荷を
軽減させることを示している．興味深いことに，Salameh らのデータは，H+負荷を受
けた筋において，本研究で検討した膜輸送体 (MCT，NHE，NBC) とは独立した H+流
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入を促進させるイオンチャネルの存在を示唆している (Salameh et al., 2014)．しかし
ながら，この作用をもたらす分子機構は未だ検証されていない．そこで本研究は，H+
取り込みに関与し，骨格筋に発現していると考えられる MCT1と TRPM7 (Gailly, 2012) 
に着目した．しかしながら，H+取り込みに関する膜輸送体と仮定した MCT 阻害群と
TRPM7 阻害群は CONT 群と比較して有意な差は観察されず，pHiの低下は抑制されな
かった．H+取り込みに関与している膜輸送体特定のためには，さらなる研究が必要であ
ると考えられる．研究課題 1 では，安静時 (非収縮時) の pHi動態を明らかにした．そ
こで，収縮時の pHi動態を検証するため，実験 1 で確立した in vivo バイオイメージン
グによる pHi観察法を使用し，運動直後の pHiとその時の筋発揮張力の関係性を研究課
題 2において検証した． 
 
 研究課題 2では，in vivoバイオイメージング法を応用したラット脊柱僧帽筋における
筋収縮モデルを用いて，連続的な等尺性 (ISO) 収縮負荷時の pHi 動態を観察し，発揮
張力の低下と pHiとの関係性を明らかにすること (実験 5)，ならびに ISO収縮負荷時の
pHi制御における膜輸送体の役割を解明すること (実験 6) を目的とした．本研究におい
て，10 setの ISO収縮負荷を加えたとき，pHiの変化なしに張力が低下する動態及び pHi
と共に筋発揮張力が低下する動態が観察された (Fig. 21)．この動態は，NMRを用いた
先行研究と同様の動態が得られた (Hogan et al., 1999; Jones et al., 2009)．本研究での
結果は先行研究とは異なり，MCT の阻害による pHi の低下は観察されなかったことか
ら，MCT を介した H+の放出はなかったと考えられる．しかしながら，乳酸による H+
の解離は生じない (Robergs et al., 2004) ため，収縮中もしくは収縮後の pHi低下に乳
酸は寄与しないと考えられる．しかしながら，NHE及び，NBCを阻害することにより，
pHiが維持される過程が消失したために，この過程では，NHE 及び NBC が重要な働き
をすると考えられる．さらに，NaHCO3を経口服用してから運動を実施すると，血中の
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HCO3
-濃度が増加し，服用していない場合と比較して，pHi の低下も抑制することが報
告されている (Forbes et al., 2005; Edge et al., 2006)．このことから，収縮中の H+除去
においても，研究課題 1と同様に重炭酸イオンをはじめとした緩衝剤によるプロトンの
緩衝も pHiが維持される局面では重要な働きをすると考えられる．  
pHiの変化と共に筋発揮張力が低下していく過程では，H
+が筋発揮張力の低下に大き
く関与していることが考えられる．H+は，ATP供給 (Costa Leite et al., 2007)，Ca2+の
放出 (Rousseau & Pinkos, 1990)・取り込み (Allen et al., 2008) 及び，アクチンとミオ
シンの結合 (Williams et al., 1975; Donaldson et al., 1978; Fabiato & Fabiato, 1978)，ク
ロスブリッジ形成におけるATPの加水分解，ADPの放出段階 (Nelson & Fitts, 2014) と
筋収縮過程の全てに影響を及ぼすことにより，筋発揮張力の減少を引き起こしている． 
pHiの低下において，膜輸送体を阻害した場合においても相関関係の傾きは ISO収縮負
荷よりも大きくならなかったことから (Fig. 24)，pHiと共に筋発揮張力が低下する過程
では，膜輸送体の閾値を超えて H+が発生していると考えられる．研究課題 1において，
All blockade群で回復が有意に抑制されたことと類似して，複数阻害においては，単阻
害よりも pHiの低下が大きかった．これは，相互補完の関係が崩れたためであると考え
られる．さらに，pHiが維持される局面で緩衝を補助していた PCr系のエネルギー補給
及び，緩衝物質が枯渇したことにより，pHiの低下が著しくなったと考えられる． 
本研究では，in vivoバイオイメージングを用いて ISO収縮時の pHi動態及び，筋発揮
張力動態を検証した．実験 5 及び 6 から，10 set の ISO 収縮負荷を加えたとき，pHi
の変化なしに張力が低下する動態及びpHiと共に筋発揮張力が低下する動態が観察され
た．このような知見は，単離筋線維では観察されなかった動態である．先行研究をまと
めると，温度条件により pHi動態が影響を受けることが示されたため，本研究で実施し
た，生体条件に近い環境下 (37℃に近い状態で血流が維持された環境下) での ISO収縮
負荷時の pHi動態及び，膜輸送体阻害による NHE 及び NBC の関与の結果は，今後の
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pHi 動態と筋発揮張力の低下の関係性を検証するための新たな提言となる．また，さら
なる研究として，緩衝物質による緩衝の影響や，ミトコンドリア MCT による貢献，筋
線維タイプによるアシドーシス耐性の違いなどを生体内環境下で測定することが重要
であると考えられる． 
  
本研究では，ラット in vivo バイオイメージング法を確立し，生体内の pHi制御機能
を明らかにするために安静時の低 pH からの回復や，運動時の pHi動態と張力の関係性
について検討した．その結果，血流や細胞膜といった生体恒常性が維持されたモデルを
用いることによって，これまで in vitro環境下で報告されていなかった新たな知見を得
ることができた．研究課題 1で示した隣接筋線維との物質のやり取りを，細胞間乳酸シ
ャトルの検証に応用し，研究課題 2で確立した ISO収縮負荷中の pHi動態を観察するこ
とにより，理論だけが存在した細胞間乳酸シャトル説を実際に観察できると考えている．
また，緩衝物質の寄与や膜輸送体の働き，筋線維タイプの同定やミトコンドリア分布な
どによる違いを検証することで，pHi恒常性の更なる解明につながることが期待できる． 
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第 6章 統括 
 
本研究では，in vivo環境下でリアルタイムに細胞内イオン動態を観察できる in vivo 
バイオイメージングモデルを構築し，生理的環境下での細胞内 pH制御機構を解明する
ために，以下の研究課題を設定した． 
 
研究課題 1：in vivo環境下における細胞内 pH恒常性経路の解明 
研究課題 1では，in vivo バイオイメージングモデルと microinjection技法を用いて筋
線維へ低 pH 溶液負荷することにより，pHi回復動態と回復に伴う隣接筋線維への影響
を検証し，pHi 恒常性の経路を解明することを目的とした．まず，本研究のモデルであ
る in vivo バイオイメージングモデルは生体恒常性が維持されていることが示された 
(実験 1)．そして，in vivoバイオイメージングとmicroinjectionを組み合わせることで，
低 pH溶液負荷により，注入直後から 5分までの急速な pHi回復とその後の緩やかな回
復の 2つの回復段階があることを示した．さらに，3秒間の溶液注入プロトコルにおい
て，周辺線維の pHiの低下が観察された (実験 2)．また，阻害剤を用いることで，溶液
注入によって観察されたpHi回復過程の速い回復では主に細胞内緩衝物質であるHCO3
-
による H+の緩衝が行われている可能性が示唆された．そして，遅い回復では 3 つの膜
輸送体 (MCT，NHE，NBC) すべてを同時に薬理阻害することにより回復が抑制された
ことから，主に膜輸送体が関与している可能性が示唆された (実験 3)．さらに，周辺線
維における H+の取り込みには，MCT1 や TRPM7 ではなく他の膜輸送体が関与してい
る可能性が示された (実験 4)． 
 
研究課題 2：連続的な筋収縮による筋疲労時の筋細胞内 pH動態の評価 
 研究課題 2では，筋収縮負荷による pHiと発揮張力の動態の関連性を明らかにするこ
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とを目的として，ISO 収縮負荷時の pHi と発揮張力について検討した．その結果，pHi
と発揮張力の動態の関連性には，pHi の低下を伴わない張力低下の局面と，pHi 低下と
共に張力が低下する局面の二局面があることが示された (実験 5)．また，pHiが維持さ
れる局面では，Piの蓄積により筋発揮張力が低下し，pHi低下と共に張力が低下する局
面では，H+及び Pi の両方の蓄積が筋発揮張力の低下に影響している可能性が示唆され
た．さらに，pHiの維持に関与する膜輸送体を検証するため，膜輸送体の阻害下で ISO
収縮負荷をしたところ，NHE 及び NBC の阻害時において，pHiが維持されるが消失し
たことから，pHiが維持される局面では，NHE・NBC による H
+の除去が pHi恒常性に
大きく関与していることが示唆された (実験 6)． 
 
 本研究によって，in vivo環境下で筋線維レベルでの観察をおこなうための動物モデル
を確立することができた．また，このモデルを用いることにより，研究課題 1では，pHi
の低下に対して，筋細胞では細胞内緩衝物質による H+の緩衝に加えて，膜輸送体を介
した筋細胞外への排出及び，隣接する筋線維の H+の取り込み機構があることを示した．
この結果は，in vivo環境下によるリアルタイム観察により初めて明らかになった機構で
ある．そして研究課題 2 において，pHiと発揮張力の動態の関連性には，pHiの低下を
伴わない張力低下の局面と，pHi 低下とともに張力が低下する局面の二局面があること
が示された．その機構には複数の膜輸送体が関与することを示した．本研究は，in vivo
バイオイメージング技法を用いて，pHi 動態を筋線維毎に評価することに成功し，細胞
内外に存在する pHi制御機構の関係性を明らかにした．今後，さらに緩衝物質の寄与や
膜輸送体の働き，筋線維タイプの同定やミトコンドリア分布などによる違いを検証する
ことで，pHi動態の更なる解明につながることが期待できる． 
 
 
~ 88 ~ 
 
謝辞 
 
 本論文の作成にあたり，終始懇切丁寧なご指導，御校閲を受け賜りました，
狩野 豊 教授には深く心から御礼申し上げます．また本稿作成にあたり，御校
閲賜りました電気通信大学 先進理工学科 中村 整 教授，白川 英樹 准教授，
瀧 真清 准教授，知能・機械工学科 岡田 英孝 教授に厚く御礼申し上げます．
また，本研究を遂行するにあたり，様々なご指導を賜りましたカンザス州立大
学 David Poole 氏に心から御礼申し上げます．そして，本実験に際しご協力を
頂いた国立循環器病センターの稲垣 薫克氏，順天堂大学の江島 弘晃氏，本稿
作成の際に様々な助言を下さった狩野研究室の諸先輩方，苦難を共にした同輩，
研究の補助をしてくれた後輩に感謝申し上げます． 
最後に，学位取得にあたり支えて下さった家族の皆様にも深く心から感謝申
し上げます． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
~ 89 ~ 
 
引用文献 
 
Adams GR, Fisher MJ & Meyer RA. (1991). Hypercapnic acidosis and increased H2PO4- 
concentration do not decrease force in cat skeletal muscle. The American journal of 
physiology 260, C805-812. 
 
Adijanto J & Philp NJ. (2012). The SLC16A family of monocarboxylate transporters 
(MCTs)--physiology and function in cellular metabolism, pH homeostasis, and fluid 
transport. Current topics in membranes 70, 275-311. 
 
Aickin CC & Thomas RC. (1977). An investigation of the ionic mechanism of intracellular 
pH regulation in mouse soleus muscle fibres. The Journal of physiology 273, 
295-316. 
 
Allen DG, Clugston E, Petersen Y, Roder IV, Chapman B & Rudolf R. (2011). Interactions 
between intracellular calcium and phosphate in intact mouse muscle during fatigue. 
Journal of applied physiology (Bethesda, Md : 1985) 111, 358-366. 
 
Allen DG, Lamb GD & Westerblad H. (2008). Skeletal muscle fatigue: cellular mechanisms. 
Physiological reviews 88, 287-332. 
 
Allen DG, Lannergren J & Westerblad H. (1995). Muscle cell function during prolonged 
activity: cellular mechanisms of fatigue. Experimental physiology 80, 497-527. 
 
Alvarez BV, Loiselle FB, Supuran CT, Schwartz GJ & Casey JR. (2003). Direct extracellular 
interaction between carbonic anhydrase IV and the human NBC1 
sodium/bicarbonate co-transporter. Biochemistry 42, 12321-12329. 
 
Aoi W & Marunaka Y. (2014). Importance of pH homeostasis in metabolic health and 
diseases: crucial role of membrane proton transport. BioMed research international 
2014, 598986. 
 
Artioli GG, Gualano B, Smith A, Stout J & Lancha AH, Jr. (2010). Role of beta-alanine 
supplementation on muscle carnosine and exercise performance. Medicine and 
~ 90 ~ 
 
science in sports and exercise 42, 1162-1173. 
 
Bailey JK, Kindig CA, Behnke BJ, Musch TI, Schmid-Schoenbein GW & Poole DC. (2000). 
Spinotrapezius muscle microcirculatory function: effects of surgical exteriorization. 
American journal of physiology Heart and circulatory physiology 279, H3131-3137. 
 
Baird MF, Graham SM, Baker JS & Bickerstaff GF. (2012). Creatine-kinase- and 
exercise-related muscle damage implications for muscle performance and recovery. 
Journal of nutrition and metabolism 2012, 960363. 
 
Baker AJ, Brandes R & Weiner MW. (1995). Effects of intracellular acidosis on Ca2+ 
activation, contraction, and relaxation of frog skeletal muscle. The American journal 
of physiology 268, C55-63. 
 
Baker AJ, Carson PJ, Miller RG & Weiner MW. (1994). Metabolic and nonmetabolic 
components of fatigue monitored with 31P-NMR. Muscle & nerve 17, 1002-1009. 
 
Balog EM & Fitts RH. (2001). Effects of depolarization and low intracellular pH on charge 
movement currents of frog skeletal muscle fibers. Journal of applied physiology 
(Bethesda, Md : 1985) 90, 228-234. 
 
Bangsbo J, Madsen K, Kiens B & Richter EA. (1996). Effect of muscle acidity on muscle 
metabolism and fatigue during intense exercise in man. The Journal of physiology 
495 ( Pt 2), 587-596. 
 
Becker HM, Broer S & Deitmer JW. (2004). Facilitated lactate transport by MCT1 when 
coexpressed with the sodium bicarbonate cotransporter (NBC) in Xenopus oocytes. 
Biophysical journal 86, 235-247. 
 
Becker HM & Deitmer JW. (2007). Carbonic anhydrase II increases the activity of the 
human electrogenic Na+/HCO3- cotransporter. The Journal of biological chemistry 
282, 13508-13521. 
 
Benton CR, Campbell SE, Tonouchi M, Hatta H & Bonen A. (2004). Monocarboxylate 
transporters in subsarcolemmal and intermyofibrillar mitochondria. Biochemical 
and biophysical research communications 323, 249-253. 
~ 91 ~ 
 
 
Berchtold MW, Brinkmeier H & Muntener M. (2000). Calcium ion in skeletal muscle: its 
crucial role for muscle function, plasticity, and disease. Physiological reviews 80, 
1215-1265. 
 
Bickham DC, Bentley DJ, Le Rossignol PF & Cameron-Smith D. (2006). The effects of 
short-term sprint training on MCT expression in moderately endurance-trained 
runners. European journal of applied physiology 96, 636-643. 
 
Bigland-Ritchie B. (1984). Muscle fatigue and the influence of changing neural drive. Clinics 
in chest medicine 5, 21-34. 
 
Bishop D, Edge J, Thomas C & Mercier J. (2007). High-intensity exercise acutely decreases 
the membrane content of MCT1 and MCT4 and buffer capacity in human skeletal 
muscle. Journal of applied physiology (Bethesda, Md : 1985) 102, 616-621. 
 
Blaauw B, Del Piccolo P, Rodriguez L, Hernandez Gonzalez VH, Agatea L, Solagna F, 
Mammano F, Pozzan T & Schiaffino S. (2012). No evidence for inositol 
1,4,5-trisphosphate-dependent Ca2+ release in isolated fibers of adult mouse 
skeletal muscle. The Journal of general physiology 140, 235-241. 
 
Blank PS, Silverman HS, Chung OY, Hogue BA, Stern MD, Hansford RG, Lakatta EG & 
Capogrossi MC. (1992). Cytosolic pH measurements in single cardiac myocytes using 
carboxy-seminaphthorhodafluor-1. The American journal of physiology 263, 
H276-284. 
 
Bonen A. (2001). The expression of lactate transporters (MCT1 and MCT4) in heart and 
muscle. European journal of applied physiology 86, 6-11. 
 
Bonen A, Tonouchi M, Miskovic D, Heddle C, Heikkila JJ & Halestrap AP. (2000). 
Isoform-specific regulation of the lactate transporters MCT1 and MCT4 by 
contractile activity. American journal of physiology Endocrinology and metabolism 
279, E1131-1138. 
 
Boron WF. (1986). Intracellular pH regulation in epithelial cells. Annual review of 
physiology 48, 377-388. 
~ 92 ~ 
 
 
Brooks GA, Dubouchaud H, Brown M, Sicurello JP & Butz CE. (1999). Role of mitochondrial 
lactate dehydrogenase and lactate oxidation in the intracellular lactate shuttle. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 96, 
1129-1134. 
 
Brooks GA & Gaesser GA. (1980). End points of lactate and glucose metabolism after 
exhausting exercise. Journal of applied physiology: respiratory, environmental and 
exercise physiology 49, 1057-1069. 
 
Bruton JD, Lannergren J & Westerblad H. (1996). Effects of repetitive tetanic stimulation at 
long intervals on excitation-contraction coupling in frog skeletal muscle. The 
Journal of physiology 495 ( Pt 1), 15-22. 
 
Caldwell PC. (1958). Studies on the internal pH of large muscle and nerve fibres. The 
Journal of physiology 142, 22-62. 
 
Cochran AJ, Percival ME, Tricarico S, Little JP, Cermak N, Gillen JB, Tarnopolsky MA & 
Gibala MJ. (2014). Intermittent and continuous high-intensity exercise training 
induce similar acute but different chronic muscle adaptations. Experimental 
physiology 99, 782-791. 
 
Cooke R, Franks K, Luciani GB & Pate E. (1988). The inhibition of rabbit skeletal muscle 
contraction by hydrogen ions and phosphate. The Journal of physiology 395, 77-97. 
 
Costa Leite T, Da Silva D, Guimaraes Coelho R, Zancan P & Sola-Penna M. (2007). Lactate 
favours the dissociation of skeletal muscle 6-phosphofructo-1-kinase tetramers 
down-regulating the enzyme and muscle glycolysis. The Biochemical journal 408, 
123-130. 
 
Danaher J, Gerber T, Wellard RM & Stathis CG. (2014). The effect of beta-alanine and 
NaHCO3 co-ingestion on buffering capacity and exercise performance with 
high-intensity exercise in healthy males. European journal of applied physiology 114, 
1715-1724. 
 
de Carvalho WB. (2003). [Hypertonic solutions for pediatric patients]. Jornal de pediatria 79 
~ 93 ~ 
 
Suppl 2, S187-194. 
 
de Hemptinne A & Marrannes R. (1979). Effect of propionate on intracellular and surface pH 
in rat soleus muscle [proceedings]. The Journal of physiology 295, 22P-23P. 
 
Debold EP, Beck SE & Warshaw DM. (2008). Effect of low pH on single skeletal muscle 
myosin mechanics and kinetics. American journal of physiology Cell physiology 295, 
C173-179. 
 
Dela F, Holten M & Juel C. (2004). Effect of resistance training on Na,K pump and Na+/H+ 
exchange protein densities in muscle from control and patients with type 2 diabetes. 
Pflugers Archiv : European journal of physiology 447, 928-933. 
 
Delp MD & Duan C. (1996). Composition and size of type I, IIA, IID/X, and IIB fibers and 
citrate synthase activity of rat muscle. Journal of applied physiology (Bethesda, Md : 
1985) 80, 261-270. 
 
Dolz M, O'Connor JE & Lequerica JL. (2004). Flow cytometric kinetic assay of the activity of 
Na+/H+ antiporter in mammalian cells. Cytometry Part A : the journal of the 
International Society for Analytical Cytology 61, 99-104. 
 
Donaldson SK, Hermansen L & Bolles L. (1978). Differential, direct effects of H+ on Ca2+ 
-activated force of skinned fibers from the soleus, cardiac and adductor magnus 
muscles of rabbits. Pflugers Archiv : European journal of physiology 376, 55-65. 
 
Dutka TL & Lamb GD. (2000). Effect of lactate on depolarization-induced Ca(2+) release in 
mechanically skinned skeletal muscle fibers. American journal of physiology Cell 
physiology 278, C517-525. 
 
Edge J, Bishop D & Goodman C. (2006). Effects of chronic NaHCO3 ingestion during 
interval training on changes to muscle buffer capacity, metabolism, and short-term 
endurance performance. Journal of applied physiology (Bethesda, Md : 1985) 101, 
918-925. 
 
Enoka RM & Duchateau J. (2008). Muscle fatigue: what, why and how it influences muscle 
function. The Journal of physiology 586, 11-23. 
~ 94 ~ 
 
 
Eshima H, Tanaka Y, Sonobe T, Inagaki T, Nakajima T, Poole DC & Kano Y. (2013). In vivo 
imaging of intracellular Ca2+ after muscle contractions and direct Ca2+ injection in 
rat skeletal muscle in diabetes. American journal of physiology Regulatory, 
integrative and comparative physiology 305, R610-618. 
 
Fabiato A & Fabiato F. (1978). Effects of pH on the myofilaments and the sarcoplasmic 
reticulum of skinned cells from cardiace and skeletal muscles. The Journal of 
physiology 276, 233-255. 
 
Fitts RH. (1994). Cellular mechanisms of muscle fatigue. Physiological reviews 74, 49-94. 
 
Fliegel L & Frohlich O. (1993). The Na+/H+ exchanger: an update on structure, regulation 
and cardiac physiology. The Biochemical journal 296 ( Pt 2), 273-285. 
 
Forbes SC, Raymer GH, Kowalchuk JM & Marsh GD. (2005). NaHCO3-induced alkalosis 
reduces the phosphocreatine slow component during heavy-intensity forearm 
exercise. Journal of applied physiology (Bethesda, Md : 1985) 99, 1668-1675. 
 
Foure A, Wegrzyk J, Le Fur Y, Mattei JP, Boudinet H, Vilmen C, Bendahan D & Gondin J. 
(2015). Impaired mitochondrial function and reduced energy cost as a result of 
muscle damage. Medicine and science in sports and exercise 47, 1135-1144. 
 
Frelin C, Vigne P, Ladoux A & Lazdunski M. (1988). The regulation of the intracellular pH in 
cells from vertebrates. European journal of biochemistry / FEBS 174, 3-14. 
 
Fuller AT, Neuberger A & Webster TA. (1947). Histidine deficiency in the rat and its effect on 
the carnosine and anserine content of muscle. The Biochemical journal 41, 11-19. 
 
Fuster DG & Alexander RT. (2014). Traditional and emerging roles for the SLC9 Na+/H+ 
exchangers. Pflugers Archiv : European journal of physiology 466, 61-76. 
 
Gailly P. (2012). TRP channels in normal and dystrophic skeletal muscle. Current opinion in 
pharmacology 12, 326-334. 
 
Geers C & Gros G. (2000). Carbon dioxide transport and carbonic anhydrase in blood and 
~ 95 ~ 
 
muscle. Physiological reviews 80, 681-715. 
 
Gouspillou G, Sgarioto N, Norris B, Barbat-Artigas S, Aubertin-Leheudre M, Morais JA, 
Burelle Y, Taivassalo T & Hepple RT. (2014). The relationship between muscle fiber 
type-specific PGC-1alpha content and mitochondrial content varies between rodent 
モデル s and humans. PloS one 9, e103044. 
 
Gray SD. (1973). Rat spinotrapezius muscle preparation for microscopic observation of the 
terminal vascular bed. Microvascular research 5, 395-400. 
 
Green HJ, Duhamel TA, Holloway GP, Moule JW, Ranney DW, Tupling AR & Ouyang J. 
(2008). Rapid upregulation of GLUT-4 and MCT-4 expression during 16 h of heavy 
intermittent cycle exercise. American journal of physiology Regulatory, integrative 
and comparative physiology 294, R594-600. 
 
Gueguen N, Lefaucheur L, Fillaut M & Herpin P. (2005). Muscle fiber contractile type 
influences the regulation of mitochondrial function. Molecular and cellular 
biochemistry 276, 15-20. 
 
Halestrap AP & Meredith D. (2004). The SLC16 gene family-from monocarboxylate 
transporters (MCTs) to aromatic amino acid transporters and beyond. Pflugers 
Archiv : European journal of physiology 447, 619-628. 
 
Hashimoto T, Masuda S, Taguchi S & Brooks GA. (2005). Immunohistochemical analysis of 
MCT1, MCT2 and MCT4 expression in rat plantaris muscle. The Journal of 
physiology 567, 121-129. 
 
Hepple RT. (2002). The role of O2 supply in muscle fatigue. Canadian journal of applied 
physiology = Revue canadienne de physiologie appliquee 27, 56-69. 
 
Hill CA, Harris RC, Kim HJ, Harris BD, Sale C, Boobis LH, Kim CK & Wise JA. (2007). 
Influence of beta-alanine supplementation on skeletal muscle carnosine 
concentrations and high intensity cycling capacity. Amino acids 32, 225-233. 
 
Hogan MC, Richardson RS & Haseler LJ. (1999). Human muscle performance and PCr 
hydrolysis with varied inspired oxygen fractions: a 31P-MRS study. Journal of 
~ 96 ~ 
 
applied physiology (Bethesda, Md : 1985) 86, 1367-1373. 
 
Ipata PL & Balestri F. (2012). Glycogen as a fuel: metabolic interaction between glycogen 
and ATP catabolism in oxygen-independent muscle contraction. Metabolomics 8, 
736-741. 
 
Jackson VN & Halestrap AP. (1996). The kinetics, substrate, and inhibitor specificity of the 
monocarboxylate (lactate) transporter of rat liver cells determined using the 
fluorescent intracellular pH indicator, 2',7'-bis(carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorescein. 
The Journal of biological chemistry 271, 861-868. 
 
Jiang J, Li M & Yue L. (2005). Potentiation of TRPM7 inward currents by protons. The 
Journal of general physiology 126, 137-150. 
 
Jones DA, Bigland-Ritchie B & Edwards RH. (1979). Excitation frequency and muscle 
fatigue: mechanical responses during voluntary and stimulated contractions. 
Experimental neurology 64, 401-413. 
 
Jones DA, Turner DL, McIntyre DB & Newham DJ. (2009). Energy turnover in relation to 
slowing of contractile properties during fatiguing contractions of the human anterior 
tibialis muscle. The Journal of physiology 587, 4329-4338. 
 
Juel C. (1997). Lactate-proton cotransport in skeletal muscle. Physiological reviews 77, 
321-358. 
 
Juel C. (2000). Expression of the Na(+)/H(+) exchanger isoform NHE1 in rat skeletal muscle 
and effect of training. Acta physiologica Scandinavica 170, 59-63. 
 
Juel C. (2007). Changes in interstitial K+ and pH during exercise: implications for blood flow 
regulation. Applied physiology, nutrition, and metabolism = Physiologie appliquee, 
nutrition et metabolisme 32, 846-851. 
 
Juel C. (2008). Regulation of pH in human skeletal muscle: adaptations to physical activity. 
Acta physiologica (Oxford, England) 193, 17-24. 
 
Juel C, Lundby C, Sander M, Calbet JA & Hall G. (2003). Human skeletal muscle and 
~ 97 ~ 
 
erythrocyte proteins involved in acid-base homeostasis: adaptations to chronic 
hypoxia. The Journal of physiology 548, 639-648. 
 
Karlsson J, Funderburk CF, Essen B & Lind AR. (1975). Constituents of human muscle in 
isometric fatigue. Journal of applied physiology 38, 208-211. 
 
Kinsella JL & Aronson PS. (1981). Amiloride inhibition of the Na+-H+ exchanger in renal 
microvillus membrane vesicles. The American journal of physiology 241, F374-379. 
 
Kitaoka Y, Takahashi Y, Machida M, Takeda K, Takemasa T & Hatta H. (2014). Effect of 
AMPK activation on monocarboxylate transporter (MCT)1 and MCT4 in denervated 
muscle. The journal of physiological sciences : JPS 64, 59-64. 
 
Kobayashi M. (2004). Fiber type-specific localization of monocarboxylate transporters MCT1 
and MCT4 in rat skeletal muscle. The Kurume medical journal 51, 253-261. 
 
Kristensen JM, Kristensen M & Juel C. (2004). Expression of Na+/HCO3- co-transporter 
proteins (NBCs) in rat and human skeletal muscle. Acta physiologica Scandinavica 
182, 69-76. 
 
Lamb GD, Recupero E & Stephenson DG. (1992). Effect of myoplasmic pH on 
excitation-contraction coupling in skeletal muscle fibres of the toad. The Journal of 
physiology 448, 211-224. 
 
Lamb GD & Stephenson DG. (1994). Effects of intracellular pH and [Mg2+] on 
excitation-contraction coupling in skeletal muscle fibres of the rat. The Journal of 
physiology 478 ( Pt 2), 331-339. 
 
Lancha Junior AH, Painelli Vde S, Saunders B & Artioli GG. (2015). Nutritional Strategies 
to Modulate Intracellular and Extracellular Buffering Capacity During 
High-Intensity Exercise. Sports medicine (Auckland, NZ) 45 Suppl 1, S71-81. 
 
Leek BT, Mudaliar SR, Henry R, Mathieu-Costello O & Richardson RS. (2001). Effect of 
acute exercise on citrate synthase activity in untrained and trained human skeletal 
muscle. American journal of physiology Regulatory, integrative and comparative 
physiology 280, R441-447. 
~ 98 ~ 
 
 
Leem CH & Vaughan-Jones RD. (1998). Out-of-equilibrium pH transients in the guinea-pig 
ventricular myocyte. The Journal of physiology 509 ( Pt 2), 471-485. 
 
Lindinger MI, Leung MJ & Hawke TJ. (2013). Inward flux of lactate(-) through 
monocarboxylate transporters contributes to regulatory volume increase in mouse 
muscle fibres. PloS one 8, e84451. 
 
Longyear TJ, Turner MA, Davis JP, Lopez J, Biesiadecki B & Debold EP. (2014). 
Ca++-sensitizing mutations in troponin, P(i), and 2-deoxyATP alter the depressive 
effect of acidosis on regulated thin-filament velocity. Journal of applied physiology 
(Bethesda, Md : 1985) 116, 1165-1174. 
 
Ma J, Fill M, Knudson CM, Campbell KP & Coronado R. (1988). Ryanodine receptor of 
skeletal muscle is a gap junction-type channel. Science (New York, NY) 242, 99-102. 
 
Marcinek DJ, Kushmerick MJ & Conley KE. (2010). Lactic acidosis in vivo: testing the link 
between lactate generation and H+ accumulation in ischemic mouse muscle. Journal 
of applied physiology (Bethesda, Md : 1985) 108, 1479-1486. 
 
Merezhinskaya N & Fishbein WN. (2009). Monocarboxylate transporters: past, present, and 
future. Histology and histopathology 24, 243-264. 
 
Metzger JM & Fitts RH. (1987). Role of intracellular pH in muscle fatigue. Journal of 
applied physiology (Bethesda, Md : 1985) 62, 1392-1397. 
 
Murao H, Shimizu A, Hosoi K, Iwagaki A, Min KY, Kishima G, Hanafusa T, Kubota T, Kato 
M, Yoshida H & Nakahari T. (2005). Cell shrinkage evoked by Ca2+-free solution in 
rat alveolar type II cells: Ca2+ regulation of Na+-H+ exchange. Experimental 
physiology 90, 203-213. 
 
Murphy RM, Dutka TL, Horvath D, Bell JR, Delbridge LM & Lamb GD. (2013). 
Ca2+-dependent proteolysis of junctophilin-1 and junctophilin-2 in skeletal and 
cardiac muscle. The Journal of physiology 591, 719-729. 
 
Neal CM, Hunter AM, Brennan L, O'Sullivan A, Hamilton DL, De Vito G & Galloway SD. 
~ 99 ~ 
 
(2013). Six weeks of a polarized training-intensity distribution leads to greater 
physiological and performance adaptations than a threshold モデル  in trained 
cyclists. Journal of applied physiology (Bethesda, Md : 1985) 114, 461-471. 
 
Nelson CR & Fitts RH. (2014). Effects of low cell pH and elevated inorganic phosphate on 
the pCa-force relationship in single muscle fibers at near-physiological temperatures. 
American journal of physiology Cell physiology 306, C670-678. 
 
Nguyen TT & Bonanno JA. (2011). Bicarbonate, NBCe1, NHE, and carbonic anhydrase 
activity enhance lactate-H+ transport in bovine corneal endothelium. Investigative 
ophthalmology & visual science 52, 8086-8093. 
 
Phillips GN, Jr., Fillers JP & Cohen C. (1986). Tropomyosin crystal structure and muscle 
regulation. Journal of molecular biology 192, 111-131. 
 
Pilegaard H, Terzis G, Halestrap A & Juel C. (1999). Distribution of the lactate/H+ 
transporter isoforms MCT1 and MCT4 in human skeletal muscle. The American 
journal of physiology 276, E843-848. 
 
Poole DC, Copp SW, Ferguson SK & Musch TI. (2013). Skeletal muscle capillary function: 
contemporary observations and novel hypotheses. Experimental physiology 98, 
1645-1658. 
 
Poole DC & Erickson HH. (2011). Highly athletic terrestrial mammals: horses and dogs. 
Comprehensive Physiology 1, 1-37. 
 
Posterino GS, Dutka TL & Lamb GD. (2001). L(+)-lactate does not affect twitch and tetanic 
responses in mechanically skinned mammalian muscle fibres. Pflugers Archiv : 
European journal of physiology 442, 197-203. 
 
Ranatunga KW. (1987). Effects of acidosis on tension development in mammalian skeletal 
muscle. Muscle & nerve 10, 439-445. 
 
Renaud JM, Allard Y & Mainwood GW. (1986). Is the change in intracellular pH during 
fatigue large enough to be the main cause of fatigue? Canadian journal of physiology 
and pharmacology 64, 764-767. 
~ 100 ~ 
 
 
Robergs RA, Ghiasvand F & Parker D. (2004). Biochemistry of exercise-induced metabolic 
acidosis. American journal of physiology Regulatory, integrative and comparative 
physiology 287, R502-516. 
 
Roberts JK, Wade-Jardetzky N & Jardetzky O. (1981). Intracellular pH measurements by 
31P nuclear magnetic resonance. Influence of factors other than pH on 31P chemical 
shifts. Biochemistry 20, 5389-5394. 
 
Romero MF, Chen AP, Parker MD & Boron WF. (2013). The SLC4 family of bicarbonate 
(HCO(3)(-)) transporters. Molecular aspects of medicine 34, 159-182. 
 
Rousseau E & Pinkos J. (1990). pH modulates conducting and gating behaviour of single 
calcium release channels. Pflugers Archiv : European journal of physiology 415, 
645-647. 
 
Sahlin K, Harris RC, Nylind B & Hultman E. (1976). Lactate content and pH in muscle 
obtained after dynamic exercise. Pflugers Archiv : European journal of physiology 
367, 143-149. 
 
Salameh AI, Ruffin VA & Boron WF. (2014). Effects of metabolic acidosis on intracellular pH 
responses in multiple cell types. American journal of physiology Regulatory, 
integrative and comparative physiology 307, R1413-1427. 
 
Sale C, Saunders B & Harris RC. (2010). Effect of beta-alanine supplementation on muscle 
carnosine concentrations and exercise performance. Amino acids 39, 321-333. 
 
Sale C, Saunders B, Hudson S, Wise JA, Harris RC & Sunderland CD. (2011). Effect of 
beta-alanine plus sodium bicarbonate on high-intensity cycling capacity. Medicine 
and science in sports and exercise 43, 1972-1978. 
 
Schilling T, Miralles F & Eder C. (2014). TRPM7 regulates proliferation and polarisation of 
macrophages. Journal of cell science 127, 4561-4566. 
 
Schueler C, Becker HM, McKenna R & Deitmer JW. (2011). Transport activity of the sodium 
bicarbonate cotransporter NBCe1 is enhanced by different isoforms of carbonic 
~ 101 ~ 
 
anhydrase. PloS one 6, e27167. 
 
Sewell DA, Harris RC, Marlin DJ & Dunnett M. (1992). Estimation of the carnosine content 
of different fibre types in the middle gluteal muscle of the thoroughbred horse. The 
Journal of physiology 455, 447-453. 
 
Sogaard K, Gandevia SC, Todd G, Petersen NT & Taylor JL. (2006). The effect of sustained 
low-intensity contractions on supraspinal fatigue in human elbow flexor muscles. 
The Journal of physiology 573, 511-523. 
 
Sonobe T, Inagaki T, Poole DC & Kano Y. (2008). Intracellular calcium accumulation 
following eccentric contractions in rat skeletal muscle in vivo: role of 
stretch-activated channels. American journal of physiology Regulatory, integrative 
and comparative physiology 294, R1329-1337. 
 
Stary CM & Hogan MC. (2005). Intracellular pH during sequential, fatiguing contractile 
periods in isolated single Xenopus skeletal muscle fibers. Journal of applied 
physiology (Bethesda, Md : 1985) 99, 308-312. 
 
Street D, Bangsbo J & Juel C. (2001). Interstitial pH in human skeletal muscle during and 
after dynamic graded exercise. The Journal of physiology 537, 993-998. 
 
Suzuki Y, Ito O, Mukai N, Takahashi H & Takamatsu K. (2002). High level of skeletal 
muscle carnosine contributes to the latter half of exercise performance during 30-s 
maximal cycle ergometer sprinting. Jpn J Physiol 52, 199-205. 
 
Takimoto M, Takeyama M & Hamada T. (2013). Possible involvement of AMPK in acute 
exercise-induced expression of monocarboxylate transporters MCT1 and MCT4 
mRNA in fast-twitch skeletal muscle. Metabolism: clinical and experimental 62, 
1633-1640. 
 
Thomas C, Bishop D, Moore-Morris T & Mercier J. (2007). Effects of high-intensity training 
on MCT1, MCT4, and NBC expressions in rat skeletal muscles: influence of chronic 
metabolic alkalosis. American journal of physiology Endocrinology and metabolism 
293, E916-922. 
 
~ 102 ~ 
 
Thomas C, Bishop DJ, Lambert K, Mercier J & Brooks GA. (2012). Effects of acute and 
chronic exercise on sarcolemmal MCT1 and MCT4 contents in human skeletal 
muscles: current status. American journal of physiology Regulatory, integrative and 
comparative physiology 302, R1-14. 
 
Tokuda S, Shimamoto C, Yoshida H, Murao H, Kishima G, Ito S, Kubota T, Hanafusa T, 
Sugimoto T, Niisato N, Marunaka Y & Nakahari T. (2007). HCO(-3)-dependent pHi 
recovery and overacidification induced by NH+4 pulse in rat lung alveolar type II 
cells: HCO(-3)-dependent NH3 excretion from lungs? Pflugers Archiv : European 
journal of physiology 455, 223-239. 
 
Tupling AR, Bombardier E, Stewart RD, Vigna C & Aqui AE. (2007). Muscle fiber 
type-specific response of Hsp70 expression in human quadriceps following acute 
isometric exercise. Journal of applied physiology (Bethesda, Md : 1985) 103, 
2105-2111. 
 
Vafai SB & Mootha VK. (2012). Mitochondrial disorders as windows into an ancient 
organelle. Nature 491, 374-383. 
 
Vaughan-Jones RD, Peercy BE, Keener JP & Spitzer KW. (2002). Intrinsic H(+) ion mobility 
in the rabbit ventricular myocyte. The Journal of physiology 541, 139-158. 
 
Westerblad H & Allen DG. (1992). Changes of intracellular pH due to repetitive stimulation 
of single fibres from mouse skeletal muscle. The Journal of physiology 449, 49-71. 
 
Westerblad H, Bruton JD & Lannergren J. (1997). The effect of intracellular pH on 
contractile function of intact, single fibres of mouse muscle declines with increasing 
temperature. The Journal of physiology 500 ( Pt 1), 193-204. 
 
Williams GJ, Collins S, Muir JR & Stephens MR. (1975). Observations on the interaction of 
calcium and hydrogen ions on ATP hydrolysis by the contractile elements of cardiac 
muscle. Recent advances in studies on cardiac structure and metabolism 5, 273-280. 
 
Williams JH & Ward CW. (1992). Reduced Ca(2+)-induced Ca2+ release from skeletal 
muscle sarcoplasmic reticulum at low pH. Canadian journal of physiology and 
pharmacology 70, 926-930. 
~ 103 ~ 
 
 
Wilson JR, McCully KK, Mancini DM, Boden B & Chance B. (1988). Relationship of 
muscular fatigue to pH and diprotonated Pi in humans: a 31P-NMR study. Journal 
of applied physiology (Bethesda, Md : 1985) 64, 2333-2339. 
 
Wilson MC, Jackson VN, Heddle C, Price NT, Pilegaard H, Juel C, Bonen A, Montgomery I, 
Hutter OF & Halestrap AP. (1998). Lactic acid efflux from white skeletal muscle is 
catalyzed by the monocarboxylate transporter isoform MCT3. The Journal of 
biological chemistry 273, 15920-15926. 
 
Wiseman RW, Beck TW & Chase PB. (1996). Effect of intracellular pH on force development 
depends on temperature in intact skeletal muscle from mouse. The American journal 
of physiology 271, C878-886. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
~ 104 ~ 
 
著者略歴 
 
田中 嘉法 (Tanaka Yoshinori) 
 
昭和 63年 10月  東京生まれ 
 
平成 23年  3月  電気通信大学 電気通信学部 卒業 
 
平成 23年  4月  電気通信大学大学院 情報理工学研究科 
          先進理工学専攻 博士前期課程 入学 
 
平成 25年   3月  電気通信大学大学院 情報理工学研究科 
          先進理工学専攻 博士前期課程 修了 
 
平成 25年  4月  電気通信大学大学院 情報理工学研究科 
          先進理工学専攻 博士前期課程 入学 
 
会員資格      日本体力医学会 
American College of Sports Medicine  
 
 
 
 
~ 105 ~ 
 
関連論文 
 
 
 
 
 
 
 
(1) Tanaka Y, Inagaki T, Poole DC, Kano Y. 
pH buffering of single rat skeletal muscle fibers in the in vivo environment. 
Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 310 (10): R926-933, 2016. 5. 
 
 
(2) Tanaka Y, Poole DC, Kano Y. 
pH homeostasis in contracting and recovering skeletal muscle: Integrated 
function of the microcirculation with the interstitium and intramyocyte 
milieu. 
Curr Top Med Chem. 2015. 9. Accepted. 
 
 
(3) Eshima H, Tanaka Y, Sonobe T, Inagaki T, Nakajima T, Poole DC, Kano Y. 
In vivo imaging of intracellular Ca2+ after muscle contractions and direct 
Ca2+ injection in rat skeletal muscle in diabetes. 
Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 305 (6): R610-618, 2013. 9. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
